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The  Epidermal  Growth  Factor  (EGF)/ErbB  family  of  type  1  receptor  tyrosine  kinases  is 
expressed  in numerous cell types and mediates various physiological processes  including 
proliferation,  differentiation,  migration,  and  cellular  survival.  Enhanced  signaling  from 
these receptors contributes to the development of a wide variety of pathologic conditions, 
such  as  cancer,  inflammation  and  fibrosis1.  The  ErbB  receptor  family  consists  of  four 
members (designated HER1 (EGFR), HER2 (HER2/Neu), HER3 and HER4), which all have a 
common  extracellular  ligand‐binding  site,  and  a  cytoplasmic  protein  tyrosine  kinase 
domain.  Upon  ligand  binding,  the  receptors  can  homo‐  and  heterodimerize  to  form 
several combinations, resulting in phosphorylation of specific tyrosine residues within the 
cytoplasmic  tail  of  the  receptor2.  Individual  ErbB  receptors  can  distinguish  between 
ligands, and different ligands can bind to the same ErbB receptor3.  
In the kidney, EGFR and its ligands (Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth 
Factor‐α  (TGF‐α),  Heparin‐Binding  EGF‐like  growth  factor  (HB‐EGF),  Amphiregulin  (AR), 
Epiregulin, Betacelluline, Epigen), are abundantly expressed along the nephron4. The EGFR 
ligands  are  shed  from  the  cell  surface  by  ADAMs  (mnemonic  for  A  Disintergrin  And 
Metalloprotease), which belong  to a group of  transmembrane proteins  that  function as 
sheddases  for  membrane‐anchored  growth  factors,  cytokines  and  receptors5.  ADAM‐
dependent  EGFR  ligand  shedding  can  be  induced by  cytokines  and  growth  factors  that 
bind to G‐protein coupled receptors (GPCRs)6 (Figure 1). For instance, binding of Ang II to 
the AT1 receptor causes activation of second messengers, such as Ca2+, protein kinase C 
(PKC)  and  reactive  oxygen  species  (ROS)7.  The  generation  of  these  intracellular  signals 
leads to activation of ADAMs, causing shedding of the EGFR  ligands, which subsequently 
bind to and activate the EGFR  in a paracrine or autocrine fashion. Upon EGFR activation, 
signal  transduction  proteins,  such  as  phosphatidylinositol  3‐kinase  (PI3K),  mammalian 
target  of  rapamycin  (mTOR)  and  ERK,  are  phoshorylated,  resulting  in  cell  growth  and 
proliferation1. In disease conditions, aberrant activation of the EGFR may result  in tumor 
growth and fibrotic changes. Constitutive EGFR signaling is a prerequisite for normal organ 
development, while  inhibition of EGFR activity  is protective  in experimental renal fibrotic 
and cystogenic disorders. Nevertheless, a certain basal level of EGFR activity is needed to 
recover  from  harmful  insults.  This  is  shown  in Waved‐2 mice, which  have  a  decreased 
kinase activity of EGFR. Subjected to HgCl2‐induced acute nephrotoxicity, these mice had 
more  severe  tubular  injury with  a  concomitant  decrease  in  recovery  of  renal  function 
when compared with their wild‐type littermates8. Thus, EGFR signaling may initially serve 
processes  of  tissue  repair  but  may  lead  to  excessive  tissue  fibrosis  and  functional 
deterioration  under  overcompensating  reparative  conditions.  It  still  needs  to  be 






Figure  1:  EGFR  transactivation.  Binding  of  several  agonists  to GPCRs  causes  activation  of  second 






EGFR  and  its  ligands  are  crucially  involved  in  nephrogenesis.  In  both  early  and  late 
gestational stages, EGFR can be detected in the collecting ducts10. EGFR‐deficient mice die 
at mid‐gestation  or  shortly  after  birth,  due  to  impaired  epithelial  development  of  the 
kidney11. Knockouts of  individual EGFR  ligands, such as HB‐EGF, EGF, TGF‐α, and AR are 
fertile, and have relatively minor phenotypes.  In HB‐EGF‐deficient mice valvulogenesis  is 
disrupted,  leading  to  thickened,  stenotic valves12. Distinct waviness of  the whiskers and 
fur, accompanied by abnormalities of  the hair  follicles and eyes, are observed  in TGF‐α‐
deficient mice13. EGF‐ and AR‐null mice display no obvious phenotype, although impaired 
mammary gland development and  function was observed  in AR‐deficient mice14. During 
nephrogenesis, multiple  EGFR  ligands  are  present  in  the  embryonic  kidney  and  induce 








cells  is  mediated  by  the  Mg2+‐permeable  channel,  transient  receptor  potential  M6 
(TRPM6)16.  A mutation  in  the  EGF  gene  is  associated with  a  rare  autosomal  recessive 
disorder, hypomagnesemia with secondary hypocalcemia  (HSH)17. This mutation disrupts 
secretion  of  EGF  to  the  basolateral  space,  resulting  in  insufficient  stimulation  of  renal 
EGFR.  This  eventually  leads  to  suppressed  activation  of  TRPM6  and  thereby  decreased 
cellular  Mg2+  influx  as  a  final  outcome18.  Individuals  suffering  from  HSH  display 
neurological  symptoms,  include  muscle  spasms,  tetany,  and  seizures.  Untreated,  the 
disease  may  be  fatal  or  results  in  neurological  damage,  while  the  symptoms  can  be 
suppressed by life‐long dietary magnesium supplementation17, 19.  
Sodium  (Na+) plays  a  role  in  the  long‐term  control  of  systemic  fluid  volume  and blood 
pressure  through  the defined  regulation of  the epithelial sodium channel  (ENaC)20. EGF,  
TGF‐α,  HB‐EGF  and  AR  are  important  for maintaining  transepithelial  Na+  transport  via 
ENaC. Furthermore, EGF biphasically modulates Na+ transport in mpkCCDC14 cells (i.e. a cell 
line with characteristics of the cortical collecting duct) through the HER2/Neu receptor21.  
Based on the abundant expression of EGFR and  its  ligands  in tubular epithelial cells,  it  is 





to  tubular  cells  promotes  several  biological  processes,  including  cell  proliferation22, 
epithelial‐mesenchymal  transdifferentiation23,  matrix  deposition,  and  collagen 
production24. In vivo, overexpression of the EGFR‐related c‐erb B2 receptor  is  involved  in 
tubular hyperplasia and renal cysts development  in transgenic mice25‐27. Moreover, EGFR 
upregulation was observed  in human glomerulonephritis and allograft nephropathy28,  29. 
Enhanced  expression  of  EGFR  and  TGF‐α was  noted  in  human  kidney  dysplasia  and  in 
patients with autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD)30. TGF‐α expression 
was  also  increased  in  response  to  folic  acid nephrotoxicity31.  Furthermore, HB‐EGF was 
strongly upregulated  in the glomerular mesangium of patients with glomerulonephritis32, 
and HB‐EGF expression was increased in rat kidney in response to acute tubular injury33. In 





Renal  transplantation  is  a  life  saving  therapy  for patients with  end‐stage  renal disease. 





Besides  the  type of donor  (deceased  vs.  living), medical history, age and gender of  the 
donor, method  of  preservation,  and warm  and  cold  ischemic  time  influence  transplant 
outcome of the recipient36.  
During renal transplantation, I/R injury is an inevitable event. The initial event in I/R injury 
is  acute  ischemia, which  rapidly  develops  after  removal  of  the  kidney  from  the  donor. 
Even  though  the  donor  kidney  is  cooled  and  stored  in  preservation  solution,  acute 
ischemia  leads  to  an  increase  in  vascular  permeability  and  expression  of  inflammatory 
genes  and  adhesion molecules  involved  in  recruitment  and  infiltration of  inflammatory 
effector  cells  into  the  post‐ischemic  tissue37‐39.  Beyond  the  acute  ischemic  injury,  graft 
reperfusion  causes  additional  damage.  Especially  release  of  ROS  and  inflammatory 
cytokines by adherent leukocytes leads to an enhanced inflammatory reaction, which can 
eventually result into delayed graft function40, 41.  
I/R  injury  causes  an  increase  in  expression of  EGFR  ligands,  suggesting  a  role  for  EGFR 
activation in the pathogenesis of I/R injury‐related damage. EGFR is activated following I/R 
injury  in  rat,  rabbit,  and  human  with  acute  renal  failure42‐46.  Moreover, 
hypoxia/reoxygenation  of  renal  epithelial  cells  (i.e.  an  in  vitro  model  of 
ischemia/reperfusion)  induces  activation  of MEK/ERK  and  PI3K/Akt  signalling  pathways 
through  the  reactive oxygen species‐dependent EGFR cascade47. HB‐EGF promotes  renal 
epithelial  cell  survival48,  and  is  induced  in  the  post‐ischemic  kidney.  Furthermore,  in 





The  EGFR  is  involved  in  blood  pressure  regulation  via  various  mechanisms.  In  rat 




receptor  mediates  AngII  function  and  is  predominantly  expressed  in  vascular  smooth 
muscle cells (VSMCs). In VSMCs, AT1‐induced EGFR transactivation induces migration and 
hypertrophy. These cellular processes are involved in vasoconstriction51, the development 
of  vascular  lesions52,  and  thus  hypertension.  In  AngII‐induced  hypertension,  chronic 
inhibition  of  EGFR  attenuates  vasoconstriction  and  elevation  of  blood  pressure53. 
Moreover,  in  hypertensive  rats  enhanced maximal  EGF  binding  capacity was  found  in 
kidney and aortic  tissue, and a correlation was observed between maximal EGF binding 
capacity  by  aortic  VSMCs  and  blood  pressure54,  55.  In  addition  to  the  AT1  receptor, 
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Chapter 1 
evidence  is  growing  that  other  GPCRs  contribute  to  the  activation  of  EGFR  and  are 






The  general  aim  of  this  thesis  is  to  investigate  the  effect  of  inhibition  of  EGFR 
transactivation  in renal (patho)physiological processes.  In chapter 2 an overview  is given 
on  the  role  of  EGFR  signaling  in  the  kidney  in  normal  renal  physiology  and  disease.  In 
chapter 3, the role of HB‐EGF, an important ligand of EGFR, is investigated in experimental 
and human  I/R  injury.  Its expression was studied  in rats following unilateral  ischemia,  in 
cultured  cells  under  ischemic  conditions,  and  in  human  donor  kidneys  during 








in human  renal allograft disease  (i.e. AR and  IF/TA). Moreover,  the  shedding activity of 
ADAM17 is analyzed in cultured human kidney cells. Additionally, rats subjected to I/R are 
treated with a pharmacological ADAM17 inhibitor, to elaborate on the in vivo implications 
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biology.  Based  on  the  aberrant  ErbB  signaling  in many  human  cancers,  ErbB  receptors 
have been recognized as targets in anti‐cancer therapy. However, it becomes increasingly 
clear that ErbB signaling is also important outside the field of tumor biology. In the kidney, 
ErbB  signaling  is  indispensable  for organ development and electrolyte homeostasis, and 
experimental  targeting of ErbB  receptors has been  shown of  therapeutic  value  in  renal 
fibrotic disorders and  in hypertension.  In this review, we will discuss the developmental, 
























Signaling  through epidermal growth  factor  (EGF) receptors  (ErbB receptors)  is  important 
for  fundamental  cellular  functions,  such  as  proliferation,  migration,  growth  and 














The  ErbB  receptor  family  belongs  to  subclass  I  of  the  receptor  tyrosine  kinase  (RTK) 
superfamily,  incorporating  epidermal  growth  factor  receptor  (EGFR)  (HER1  (ErbB1)), 
HER2/neu  (ErbB2), HER3  (ErbB3)  and HER4  (ErbB4). All ErbB  receptors have  a  common 
extracellular  ligand‐binding  site,  a  single membrane‐spanning  region,  and  a  cytoplasmic 
protein  tyrosine  kinase  domain1.  Upon  ligand  binding,  ErbB  receptors  undergo 
conformational changes that induce the formation of receptor homo‐ or heterodimers. As 
a consequence, the intrinsic tyrosine kinase domain is activated, phosphorylating specific 
tyrosine  residues within  the  cytoplasmic  tail of  the  receptor. These autophosphorylated 
residues  serve  as  docking  sites  for  signaling  molecules,  whose  recruitment  activates 





Thus  far,  11  ligands  for  ErbB  receptors  have  been  identified.  Epidermal  growth  factor 
(EGF), transforming growth factor‐α (TGF‐α), heparin‐binding EGF‐like growth factor (HB‐
EGF),  amphiregulin  (AR),  betacellulin,  epigen  and  epiregulin  preferentially  bind  to  the 
EGFR, whereas neuregulin (NRG) family ligands (NRG‐1, NRG‐2, NRG‐3 and NRG‐4) bind to 
ErbB3 and ErbB4 but not to the EGFR (Figure 1). ErbB2 is unique in the family, since it has 





to  note  that  all  ErbB  ligands  exist  as  inactive  transmembrane  precursors,  requiring 
proteolytic cleavage of their ectodomain in order to be released as mature soluble ligands. 
Although  this  cleavage  is  predominantly  performed  by  ADAM  (a  disintegrin  and 
metalloprotease)  family members6,  some matrix metalloproteinases  also  possess  ErbB 
ligand cleaving capacity7. ADAM9, 10, 12, 15, 17 and 19 have been shown to cleave ErbB 
ligands8,  thereby  regulating  ErbB  ligand  availability.  ADAM‐dependent  EGFR  ligand‐
shedding can be  induced by factors that bind G‐protein coupled receptors  (GPCRs), such 
as  angiotensin  II  binding  the  AT1  receptor  (AT1R).  Therefore,  GPCR‐induced,  ADAM‐
assisted  EGFR  activation  has  been  termed  transactivation9.  Depending  on  the  tissue, 
different ADAMs may be  involved, as ADAM17 was  implicated  in angiotensin  II‐induced 
EGFR transactivation in the kidney10, and ADAM12 in the heart11. At present, it is not fully 
elucidated how GPCRs  activate ADAMs.  It has been demonstrated  that Gq  and  second 
messengers, such as Ca2+ and reactive oxygen species (ROS), are required for angiotensin 
II‐induced,  ADAM17‐dependent,  HB‐EGF  shedding  in  EGFR  transactivation12,  13. 










Depending  on  the  ErbB  ligand  and  the  combination  of  ErbB  receptor  homo‐  and 
heterodimers,  distinct  downstream  pathways  can  be  activated,  including  the mitogen‐
activated  protein  kinase  (MAPK)  and  phosphatidylinosithol‐3‐kinase  (PI‐3K)  signaling 
pathways  (Figure 2)  (reviewed  in1). These  cytoplasmic pathways  translate  signals  to  the 
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nucleus,  changing  the  activity  status of  transcription  factors,  thereby determining  gene 
transcription  and  thus  cellular  behaviour.  In  ErbB  signaling,  important  downstream 
transcription factors are c‐jun, c‐fos, c‐myc, NF‐κB and signal transducer and activator of 





induced by G‐protein coupled  receptors  (GPCRs), such as  the AT1  receptor  (AT1R). GPCRs  require 
intracellular messengers to activate ADAMs, which in turn shed ErbB ligands, enabling ErbB receptor 
binding  and  subsequent  ErbB  receptor  homo‐  or  heterodimerisation  and  phosphorylation. 











developing  tubules  of  embryonic  rat  kidneys18.  EGF  and  TGF‐α  were  prominently 
expressed during both early and late nephrogenesis, with strong expression in developing 
tubules and glomeruli16,  19.  Interestingly, AR was expressed  in developing glomeruli only 
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developed human  kidney demonstrates  the  kidney  segments  to whose development  ErbB  family 
members contribute. EGF and TGF‐α were expressed in structures that develop into the Bowman’s 
capsule, proximal  tubules, distal  tubules and  collecting ducts, and AR was detected  in podocytes. 




TGF‐α  stimulate  growth  of  cultured  embryonic  kidney  cells21, while  epiregulin  and  AR 
enhance  ureteric  bud  branching morphogenesis22.  In  vitro  inhibition  of  EGFR  tyrosine 
kinase  activity or  TGF‐α  reduced  cell  tubulogenesis  and ureteric bud development23,  24. 






Ligand‐dependent  EGFR  signaling  has  diverse  roles  in  human  renal  physiology.  EGF 
modulates glomerular hemodynamics and renal metabolism26, while TGF‐α was crucial for 











epithelial  cells  to  serve  paracrine  signaling.  The  robust  EGFR  expression  along  the 
basolateral membrane of distal tubular cells and in collecting ducts further supported this 
speculation31. Only  recently,  it has been discovered  that  EGF‐EGFR  signaling  is  critically 
involved in renal magnesium homeostasis. 
Magnesium  (Mg2+)  levels  are  tightly  regulated  by  the  kidney.  Approximately  80%  of 
plasma Mg2+  is  filtered  by  glomeruli  and  about  95%  of  pro‐urinary Mg2+  is  reabsorbed 
passively. Although the DCT reabsorbs approximately only 10% of filtered Mg2+, it does so 
in  an  active manner.  Since  virtually  no  reabsorption  takes  place  beyond  the  DCT,  this 
active Mg2+ reabsorption is critical in fine‐tuning the amount of Mg2+ that is excreted into 
the urine32. Cellular Mg2+ entry occurs through a Mg2+ permeable channel that depends on 
transmembrane  voltage32.  This  channel  was  termed  Transient  Receptor  Potential 
Melastatin 6 (TRPM6), a close homolog of TRPM7 which was already known to be involved 
in  cellular  Mg2+  homeostasis33,  34.  Interestingly,  TRPM7  was  reported  to  be  part  of 
aldosterone‐mediated  development  of  renal  inflammation  and  fibrosis  through  Mg2+‐
sensitive  pathways,  indicating  pathophysiological  relevance35.  In  the  kidney,  TRPM6  is 





hypomagnesemia  due  to  renal Mg2+  wasting31.  Homozygosity‐based  mapping  strategy 
revealed  a  mutation  in  the  pro‐EGF  gene  where  the  highly  conserved  proline  in  the 
cytoplasmic 1067PKNP1070 motif was  substituted by a  leucine. The mutation disturbed 
basolateral  sorting  of  pro‐EGF,  leading  to  a  diminished  basolateral  release  of  EGF, 
seriously hampering  EGF‐dependent  activation of  the basolaterally  localized EGFR. As  a 
consequence, TRPM6 was insufficiently activated, with a decreased cellular Mg2+ influx as 
a  final  outcome31  (Figure  4).  It  was  recently  shown  that  EGF‐mediated  stimulation  of 
TRPM6  occurs  via  signaling  through  Src  kinases  and  Rac1,  thereby  redistributing 
endomembrane  TRPM6  to  the  plasma  membrane36.  The  functional  existence  of  this 
reabsorption mechanism was supported by a cohort study of 98 colorectal cancer patients 
who were  treated with  anti‐EGFR monoclonal  antibodies,  as most  patients  developed 





EGFR  signaling depends on  activity of  these  sheddases  in  cleaving  inactive  EGFR  ligand 
precursors  from  the  cell  membrane.  Corroboratively,  ADAM1938  and  ADAM17 






membrane  and  pro‐EGF  is  released  into  the  extracellular  environment  as  EGF,  presumably  via 
ADAMs. EGF may then activate the basolateral EGFR,  leading to TRPM6 activation and apical Mg2+ 






normal  human  kidneys39,  and  EGFR  upregulation  was  noted  in  various  forms  of 
glomerulonephritis  and  in  allograft  nephropathy40,  41.  In  the  latter,  marked  EGFR 
expression was found in glomerular fibrotic lesions, and tubular EGFR correlated with the 
extent  of  interstitial  fibrosis41.  HB‐EGF  was  strongly  expressed  in  the  glomerular 
mesangium of patients with glomerulonephritis, but absent in normal kidneys. Moreover, 
mesangial  HB‐EGF  correlated  with  the  extent  of mesangial  proliferation,  and  cultured 
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mesangial  cells  that were exposed  to  recombinant HB‐EGF proliferated and  synthesized 
collagen types I and III42. TGF‐α and the EGFR were strongly expressed in primitive tubules 
in  human  kidney  dysplasia43  and  in  cyst  epithelial  cells  of  patients  with  autosomal 
dominant polycystic kidney disease  (ADPKD)44.  In cultured ADPKD cells, EGF, TGF‐α, HB‐
EGF  and  AR  possessed  cystogenic  potential.  Immunoprecipitation  of  EGF  and  TGF‐α 
reduced  cyst  fluid  mitogenicity  by  almost  80%,  whereas  HB‐EGF  and  AR 
immunoprecipitation had minimal effects45.  
Contrary  to  the  expression  pattern  of  HB‐EGF,  TGF‐α  and  the  EGFR,  EGF was  strongly 
expressed in the RPTCs and DCTs of normal kidneys, while it was absent in RPTCs in reflux 
nephropathy.  Furthermore,  decreased  tubulointerstitial  EGF  expression  correlated with 
severity of apoptosis46. In line with these findings, an increase in EGF mRNA was strongly 
associated with a decrease  in  tubulointerstitial apoptosis  in chronic  renal disease, while 
EGF decrease was associated with a decrease in renal function47. To date, the human renal 
tissue expression of AR, betacellulin, epigen and epiregulin has not been  investigated.  It 
must  be  remarked  that  although  the  local  availability  of  EGFR  ligands modulates  EGFR 
signaling,  the  expression  of  these  ligands  as  assessed  by  immunohistochemistry  could 
reflect  both  cellular  production  and  cellular  uptake.  The  dissociating  tissue  expression 
profile of the EGFR and its ligands in normal versus diseased human kidneys, together with 
the  observed  correlations  with  parameters  of  fibrosis,  suggests  that  EGFR  signaling  is 
implicated  in the pathophysiology of renal fibrosis and  inflammation.  Interestingly, EGFR 




Genetic  and  pharmacological  ErbB  targeting  has  provided  functional  insight  into  the 
versatile role of ErbB signaling  in the kidney. Transgenic mice that carry a kidney tubule‐
specific dominant negative  EGFR  isoform  function normally under basal  conditions,  yet 
display  reduced  tubular dilatation  following  subtotal nephrectomy  and  reduced  tubular 
atrophy,  interstitial  fibrosis  and  mononuclear  cell  infiltration  after  induction  of  renal 
ischemia48.  In  rats  with  nitric  oxide‐induced  hypertension,  treatment  with  an  EGFR 
tyrosine  kinase  inhibitor  prevented  the  development  of  renal  vascular  and  glomerular 
fibrosis and the decline  in renal function49. This protective response was associated with 
normalized downstream MAPK  activity  and  reduced  collagen  I expression. Diabetic  rats 
that  received an EGFR  tyrosine kinase  inhibitor showed a  reduction  in  tubular epithelial 
cell  proliferation,  glomerular  enlargement  and  kidney  weight50. Waved‐2  (wa‐2) mice, 
expressing a point mutation in the EGFR that reduces receptor tyrosine kinase activity by 




disease  (ARPKD),  a  substantial  decrease  in  cyst  formation  and  improvement  of  renal 
function was  observed51.  Also  treatment with  an  EGFR  tyrosine  kinase  inhibitor  could 
reduce cyst formation and prevent renal function decline. This effect was more profound 
when EGFR signaling inhibition was combined with ADAM17 inhibition, expectedly due to 
decreased  EGFR  ligand  availability52.  Interestingly,  also  ErbB2  inhibition  resulted  in 
reduced  renal  cyst  development,  and  cultured  ADPKD  cells  showed  reduced migration 
following EGFR or ErbB2 inhibition53.  
Altogether, constitutive ErbB signaling  is needed for normal development, and  inhibition 
of  ErbB  activity  is  beneficial  in  experimental  renal  fibrotic  and  cystogenic  disorders. 
Nevertheless, a certain basal level of ErbB activity seems needed to recover from harmful 
insults,  as wa‐2 mice with HgCl2‐induced  acute nephrotoxicity had more  severe  tubular 
injury with a concomitant decrease in recovery of renal function when compared to their 
wildtype  littermates54.  Therefore,  ErbB  signaling may  initially  serve  processes  of  tissue 
repair,  but  may  lead  to  excess  tissue  fibrosis  and  functional  deterioration  under 




Angiotensin  II  has  a well‐recognized  role  in  the  development  of  renal  fibrotic  lesions. 
Historically, most  of  its  effects  have  been  attributed  to  hemodynamic  regulation  and 
indeed,  renal  fibrotic  lesions  can  be  identified  in  most  hypertensive  patients.  Only 
recently,  it was  discovered  that  angiotensin  II  can  also  induce  EGFR  transactivation  via 
AT1R‐induced  ADAM‐dependent  shedding  of  membrane‐bound  EGFR  ligands.  EGFR 
transactivation  occurs  in  various  kidney  cell  types  and  in  vascular  smooth muscle  cells 
(VSMCs)55.  In  the  latter,  EGFR  transactivation  induced  cell  hypertrophy  and migration, 
which plays a role in the development of vascular lesions as can be seen in atherosclerosis 
and  hypertension.  In  rat  glomerular  afferent  arterioles,  EGFR  signaling  contributed  to 
intracellular  calcium  influx, which  is part of  the  contractile  response  to angiotensin  II56. 
Moreover, GPCR‐induced  EGFR  transactivation  promoted  vasoconstriction  both  in  vitro 
and in vivo2, and angiotensin II‐induced hypertension in rats was attenuated by treatment 




blood  pressure  and  associated  renal  and  cardiac  tissue  damage  could  be  reduced  by 




In  the  kidney,  wildtype mice  developed  severe  renal  fibrotic  lesions  after  infusion  of 
angiotensin II, both on glomerular and interstitial level, whereas mice expressing a kidney 
tubule‐specific  dominant  negative  isoform  of  the  EGFR  were  protected  from  these 
lesions10. Additionally, it was shown that TGF‐α knockout mice, as well as mice that were 












of  ErbB  signaling  in  renal  disease,  ErbB  activity  is  also  implicated  in  the  underlying 
processes of renal repair. In RPCTs, EGF64, HB‐EGF65 and epiregulin66 can activate the EGFR 
and  induce  regenerative  proliferation  and migration.  Inhibitors  of  downstream  kinases 
demonstrated that proliferation was mediated by PI3K and migration by p3864. EGF could 
also  increase RPTC migration  in  synergism with TGF‐β, a  response  that was  carried out 
upon  ERK1/2  activation67.  Additionally,  EGF  induced  NF‐κB  activity  and  cyclin  D1 
expression,  which  contributed  to  a  proliferative  response  that  is  needed  for  renal 






In  rat  unilateral  ureteral  obstruction  (UUO),  EGF  expression  was  decreased  when 
compared with  normal  kidneys.  Administration  of  EGF  during  acute  tubular  injury  and 
following  relief  of  UUO  attenuated  tubular  damage  and  accelerated  tubular 
regeneration73.  Additionally,  subcutaneous  injection  of  EGF  or  TGF‐α  increased  the 
recovery of  renal epithelial cells74. While  folic acid‐induced acute  renal  injury caused an 
increase  in expression of the EGFR, HB‐EGF and TGF‐α, EGF was completely depressed75. 






Signaling  through  ErbB  receptors  serves  bidirectional  outcomes.  ErbB  signaling  was 
proposed  as  an  unfavourable  mechanism  in  the  development  of  renal  disease  when 
upregulated  ErbB  family  member  expression  was  identified  in  fibrotic  conditions. 
Interventional  animal  models  supported  this  assumption,  since  ErbB  inhibition  was 
beneficial  for  renal  fibrotic  disorders. On  the  other  hand,  ErbB  signaling  is  engaged  in 
mechanisms  of  repair,  suggesting  a  role  in  renal  protection  and  recovery  from  injury. 
Depending on  localization,  type, severity and extent of  the environmental stimulus,  it  is 
likely that the same ErbB signaling‐mediated cellular mechanisms can cause beneficial and 
detrimental  outcomes.  For  example,  RPTCs  need  proliferation  and migration  to  exert 
repair; however, the  long‐term effects of the same processes could also result  in fibrosis 
and  loss of  functional  tissue. As  such, ErbB  signaling  could  carry out  repair after  injury, 






ErbB signaling as a promising  target of  intervention  in human  fibrotic kidney disease. At 
present, no FDA‐approved indications exist yet for the kidney. In the treatment of kidney‐
unrelated  tumors,  ErbB  inhibition  provoked  minor  renal  disturbances  in  electrolyte 
balance.  Almost  all  patients  with  colorectal  carcinoma  that  were  treated  with  EGFR 
inhibitors developed hypomagnesemia, due to reduced activity of EGFR‐dependent renal 
Mg2+  channels.  In  another  population,  EGFR  inhibitors  induced  collapsing 
glomerulonephritis, focal segmental glomerulosclerosis and acute tubular necrosis, albeit 
in a minority of patients77. During pregnancy, the occurrence of anhydramnion has been 




is  likely  to  come  at  a  price.  In  this  respect,  the  discovery  that  different  intracellular 
tyrosine kinases are phosphorylated upon binding of different  ligands  to  the  same ErbB 
receptor  is crucial. As such, rather than  inhibiting all ErbB signaling pathways, selectively 
targeting  individual signaling cascades comes  into view. A clinical example used  in  renal 
transplantation  is  the  immunosuppressive  agent  rapamycin,  which  inhibits  signaling 
molecule  m‐TOR  (mammalian  target  of  rapamycin)  downstream  of  ErbB  receptors. 
Alternatively, beneficial  ErbB  signaling pathways  could be  selectively  activated,  thereby 
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The epidermal growth  factor  (EGF)  receptor and  its  ligands are  crucially  involved  in  the 
renal  response  to  ischaemia. We  studied  the  heparin  binding‐epidermal  growth  factor 
(HB‐EGF),  a  major  ligand  for  the  EGF  receptor,  in  experimental  and  human 
ischaemia/reperfusion  injury  (IRI). HB‐EGF mRNA and protein expression was  studied  in 
rat  kidneys  and  cultured  human  tubular  (HK‐2)  cells  that were  subjected  to  IRI  and  in 
human donor  kidneys during  transplantation. The effect of EGF  receptor  inhibition was 
investigated  in  vivo  and  in  vitro.  Furthermore,  urinary  HB‐EGF  protein  excretion  was 
studied after renal transplantation. Finally, HB‐EGF KO and WT mice were subjected to IRI 
to study the role of HB‐EGF in renal injury. HB‐EGF mRNA was significantly up‐regulated in 
the early phase of  IRI  in  rats,  cells, and human donor biopsies. Treatment with PKI‐166 
reduces macrophage accumulation and interstitial α‐SMA in the early phase of IRI in rats. 
In  vitro,  PKI‐166  causes  a  marked  reduction  in  HB‐EGF‐induced  cellular  proliferation. 
Urinary  HB‐EGF  is  increased  after  transplantation  compared  with  control  urines  from 





























(IRI)  is  implicated  in  the pathogenesis of  transplant dysfunction.  IRI  causes depletion of 
cellular ATP and cellular entry of calcium, sodium, and water. Furthermore,  IRI results  in 
inflammation  and  endothelial  activation3.  The  length  of  the  ischemic  time  is  strongly 
linked to the degree of injury4. Beyond the immediate ischaemic injury, graft reperfusion 
inflicts  additional  damage,  which  is  predominantly  mediated  by  inflammation  and 
oxidative stress5. Depending on the severity of IRI, the kidney will either fail or regenerate. 
However,  regeneration  after  severe  IRI  may  be  accompanied  by  long‐term  fibrosis6, 
ultimately leading to chronic transplant dysfunction.  
IRI  causes  increased  expression  of  the  epidermal  growth  factor  (EGF)  receptor  ligand 
heparin‐binding  epidermal  growth  factor  (HB‐EGF)7,  suggesting  that  EGF  receptor 
activation plays a role in the pathogenesis of IRI‐related damage following transplantation. 
However, the effects of HB‐EGF may be differential, since increased levels are needed for 
epithelial  regeneration  following  IRI.  EGF  receptor  activation modulates  cell migration, 
metabolism, survival, proliferation, and differentiation8, 9. Under physiological conditions, 
HBEGF  and  the  EGF  receptor  are  abundantly  expressed  in  tubules7,  9,  10  renal  vascular 
cells11, vascular smooth muscle cells11, 12, and mesangial cells13, 14. HB‐EGF, a major ligand 
for the EGF receptor, is a potent mitogen for smooth muscle cells (SMCs), fibroblasts, and 
epithelial cells, but not  for endothelial cells7,  15,  16. Furthermore, HB‐EGF  is  implicated  in 
mesangial  cell  proliferation  and  matrix  expansion  in  experimental  and  human 
glomerulonephritis13. 
We hypothesize that HB‐EGF modulates renal damage after IRI and we therefore studied 










dead  (DBD)  (N  =  35),  and  deceased  cardiac  dead  (DCD)  (N  =  10)  donors  during 
procurement  (T1), after cold preservation  (T2), and 45 min after  reperfusion  (T3). Some 
donor  kidneys  from  DBD  and  DCD  donors were  obtained  outside  our medical  centre, 
which  impeded  the  collection of  T1 biopsies.  Some  kidneys  from DBD  and DCD donors 
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and  first  kidney  recipients.  Biopsies  were  fixed  in  4%  paraformaldehyde  for  paraffin 
embedding or stored at −80 °C for mRNA isolation. 
From 221 donor kidney (living = 86, DBD = 75, DCD = 60) recipients in our medical centre 
(2005–2007),  we  collected  splint  urines  at  2  and  8  days  after  transplantation.  Splint 
















of 0.6  l/min of O2 and a  left‐flank  (rats) or midline  (mice)  incision was made. Left  renal 
vessels  (rats) or renal vessels of both kidneys  (mice18) were dissected and clamped with 
atraumatic clips  for 45 min. After  removal of  the clips,  renal  reperfusion was confirmed 
visually and muscle and skin layers were sutured with 4.0 stitches. Reperfusion times were 
30 min, 90 min, 6 h, 1 day, 4, 9, 14 or 21 days (rats, HB‐EGF time course); 1 day, 4 or 14 
days  (rats,  EGF  receptor  inhibition);  and  6  h  or  1  day  (mice).  Sham‐operated  animals 
underwent  dissection  of  left  (rats)  or  both  (mice)  renal  pedicles without  clamping.  At 










Rats  received EGF  receptor kinase  inhibitor PKI‐ 166  (a kind gift  from Novartis Pharma, 
Switzerland) or vehicle treatment by gastric gavage (100 mg/ kg per day dissolved in 10% 
DMSO–0.5%  Tween  80)  for  1  day,  4,  or  14  days  starting  1  h  before  the  induction  of 
ischaemia.  Plasma  creatinine,  glomerular  macrophage  number  (counting),  interstitial 














HK‐2  cells  were  grown  in  keratinocyte  serum‐free  media  (K‐SFM)  (GIBCO  Invitrogen 
Corporation, Breda, The Netherlands) supplemented with bovine pituitary extract  (BPE), 
EGF,  L‐glutamine,  and  penicillin/  streptomycin,  and  maintained  in  a  37  °C,  5%  CO2 
humidified  atmosphere.  Experiments were  performed  on  70%  confluence  cells  seeded 
(32× dilution) in 96 well plates incubated in K‐SFM. 
After 24 h, fresh K‐SFM  (without EGF) supplemented with 10 ng/ml recombinant human 
HB‐EGF  (R&D  Systems,  Abingdon,  UK) was  added with  or without  addition  of  an  EGF 
receptor phosphorylation  inhibitor  (4  μM PKI‐166). Ten microlitres of Alamar Blue  (AbD 
Serotec, Oxford, UK) was added to each well and cells were incubated for 70 h to measure 





was  eluted  in  20  μl  of  RNase‐free  water.  RNA  concentration  was  measured  using  a 
Nanodrop  spectrophotometer.  RNA  quality  was  confirmed  by  agarose  gel.  For  cDNA 
synthesis,  1  μg  of  RNA  was  used  and  reverse  transcription  was  performed  with  a 
Quantitect  Reverse  Transcription  kit  (Qiagen  GmbH,  Germany).  Changes  in  HB‐EGF 




7900HT  Sequence  detector  (Applied  Biosystems,  UK).  For  each  primer  set,  2x  ABgene 
Absolute QPCR ROX Mix (Westburg, Leusden, The Netherlands), 20x primer set, and 25 ng 
of cDNA were used. The PCR profile consisted of 15 min at 95  °C,  followed by 40 cycles 




Immunohistochemistry  was  performed  on  sections  from  human  biopsies  and  rat  and 
mouse  kidneys  following  IRI.  Anti‐human HB‐EGF  (R&D  Systems, Germany),  rabbit  anti 
human EGF  receptor  (Biosource, Breda, The Netherlands), mouse anti‐rat ED‐1  (Serotec 
Ltd, Oxford, UK), mouse anti‐SMA (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA), rabbit anti‐rat 
anticollagen  III  (Biogenesis  Inc,  Sandown,  NH,  USA)  or  anti‐mouse  MAC‐2  antibody 
(Cedarlane,  Ontario,  Canada)  was  used.  Paraffin  sections  for  ED‐1,  SMA,  collagen  III 
staining,  and  MAC‐2  were  subjected  to  heat‐induced  antigen  retrieval  by  overnight 
incubation  in  0.1 M  Tris–HCl  buffer  (pH  9)  at  80  °C. No  antigen  retrieval method was 
necessary for the other stainings. Endogenous peroxidase was blocked with 0.075% H2O2 
in phosphate‐buffered saline (PBS; pH 7.4) for 30 min. Antibodies were diluted in PBS + 1% 
bovine  serum  albumin  and  applied  for  1  h  at  room  temperature.  Peroxidase‐labelled 
secondary antibodies with rat or human serum (1%) were used for sequential incubation. 




In  rats,  α‐SMA  and macrophage  (ED‐1)  immunostaining was  quantified  using  computer 
assisted morphometry.  Thirty  (α‐SMA) or 40  (ED‐1)  interstitial  fields were measured  at 
200× magnification. Vessels and glomeruli were excluded. Collagen  III  immunostaining  in 
rats was analysed semi‐quantitatively, using a scoring system from 1 to 3.  













ANOVA with  a Bonferroni post‐test. Differences between different  reperfusion  times  in 
vitro  were  calculated  by  non‐parametric  Kruskal–Wallis  tests  with  Dunn’s  post‐test. 
Statistical comparisons between different time points in human biopsies, within the group 
of  living  kidney  donors, were  performed  by  a  paired  T  ‐test.  In DBD  and DCD  donors, 
statistical  comparisons  between  different  time  points  were  performed  by  the Mann–
Whitney  U‐test.  The  difference  in  tubular  damage  between  KO  and  WT  mice  was 
expressed  in ratios and performed by a two‐tailed unpaired T ‐test. Differences between 
PKI‐166‐treated  and  untreated  rats were  performed  by  an  unpaired  T  ‐  test. A Mann–
Whitney test was used to detect differences in cell proliferation between untreated cells, 
HB‐EGF‐treated  cells,  and  cells  incubated with  PKI‐  166.  Differences  in  urinary  HB‐EGF 
protein expression between day 2 and day 8 after transplantation, and between living and 







significantly  longer  cold  ischaemic  times,  compared  with  kidneys  from  living  donors 
(P<0.001).  Recipients with  a  kidney  from  a  DBD  or  a  DCD  donor  showed  significantly 




  Living  DBD  DCD 
Donor (male :  female)  7 : 13  11 : 24  8 : 2 
Recipient (male : female)  15 : 5  11 : 7#  7 : 3 
Donor age (years)  52.07 ± 9.79  39.89 ± 17.45  48.80 ± 12.86 
Recipient age (years)  45.52 ± 18.13  48.73 ± 16.08  48.34 ± 11.66 
Cold ischaemic time (min)  156.6 ± 20.19  1121.94 ± 336.36*  909.90 ± 220.33* 
First ischaemic time (min)  3.80 ± 1.40  0  18.50 ± 6.75* 
Second ischaemic time (min)  37.80 ± 6.44  38.97 ± 11.71  41.30 ± 10.79 
Serum creatinine (µmol/l):       








Figure  1.  HB‐EGF  mRNA  expression  was  significantly  up‐regulated  after  90  min  and  6  h  of 




glomeruli  (C)  and  vascular  structures  (E)  were  negative  for  HB‐EGF.  After  30  and  90  min  of 





All  animals  survived  the  operation  and  follow‐up  period.  Renal  function  could  not  be 





in  IRI  rats abundant  interstitial macrophage  infiltrates were present at 24 h and 4 days 
after reperfusion (76.2 ± 14.3 and 151.8 ± 6.2 cells per field, respectively). After that, the 
numbers  declined.  In  sham  rats,  SMA  expression  was  only  present  in  the  vascular 
structures  and with weak  expression  in  the  interstitium  (1.33  ± 0.06%). At day  1,  SMA 
expression  increased  significantly,  compared  with  sham  (5.25  ±  0.8%),  and  reached  a 





HB‐EGF  mRNA  was  significantly  up‐regulated  at  90  min  and  6  h  after  reperfusion 
(P<0.001),  compared  with  sham  rats.  From  1  day  after  reperfusion  onwards,  HB‐EGF 
mRNA  expression  returned  to  sham  levels  (Figure  1A).  A  significant  decrease  in  EGFR 
mRNA  expression  after  30  min  of  reperfusion  was  observed  (P<0.05).  The  mRNA 





rats,  glomeruli  and  vascular  structures were  negative  for  HB‐EGF  (Figures  1C  and  1D). 
After  30 min  of  reperfusion,  de  novo  expression  of  HB‐EGF  was  found  in  glomerular 
visceral epithelial  cells  (Figure 1D) and proximal  tubular  cells  (Figure 1D). Moderate HB 
EGF expression was seen  in  renal arterial  structures  (Figure 1F). A similar pattern of HB 
EGF expression was  found after 90 min of reperfusion. After 6 h of reperfusion, HB‐EGF 
expression  in vascular structures and proximal  tubules decreased slightly. At 1 day after 
reperfusion,  the  staining patterns of HB‐EGF  returned  to  control  conditions,  except  for 
sustained  increased HB‐EGF staining  in glomerular visceral epithelial cells. Weak de novo 








differences were  found  in  EGFR mRNA  expression  (B). n  =  3–9 per  group; mean  ±  SE.  **P<0.01, 
statistically significant differences compared with control. HB‐EGF  increased cell proliferation after 
70 h  stimulation,  compared with untreated  cells. PKI‐166  inhibited proliferation  in untreated and 








after  and  12  h  of  reoxygenation  (P<0.05)  compared with  control  cells.  HB‐EGF mRNA 
returned  to  control  levels  after  48  h  of  reoxygenation  (Figure  2A).  No  significant 
differences in EGFR mRNA expression were observed (Figure 2B). In cultured tubular cells, 
HB‐EGF caused a 45% increase in cell proliferation (P<0.01). PKI‐166 significantly reduced 





HB‐EGF was significantly  increased at T3, compared with T1 and T2  (A–C).  In DBD donor biopsies, 
EGFR  mRNA  expression  was  significantly  decreased  at  T3,  compared  with  T2  (H).  Mean  ±  SE. 
*P<0.05; ***P<0.001, statistically significant differences between T1, T2, and T3. At T1 and T3, HB‐








In  living,  DBD,  and  DCD  donor  biopsies,  HB‐EGF  mRNA  expression  was  significantly 
increased  at  T3,  compared with  T1  and  T2  (P<0.001)  (Figures  3A–  3C).  In  DBD  donor 
biopsies, EGFR mRNA expression was significantly decreased at T3 (P<0.05) compared with 
T2  (Figure 3H). No significant differences  in EGFR mRNA expression were  found  in  living 






border  of  proximal  tubules  (Figure  3J)  and  in  glomerular mesangial  and  epithelial  cells 
(Figure 3K). Marked pEGF receptor staining was seen  in arterial smooth muscle cells and 




Figure 4. Rats  treated with PKI‐166  showed  fewer  interstitial macrophages  after 1  and 4 days of 
reperfusion, compared with untreated rats (A). Representative photographs of ED‐1 stained sections 













±  0.68;  P<0.01)  compared with  untreated  rats  (Figures  4A–4C), whereas  no  significant 
differences were found in glomerular macrophages after 1 and 4 days (not shown). At 14 







Two days after  transplantation,  living and DBD kidney donor  recipients had  significantly 
increased  total  urinary HB‐EGF  protein  excretion  (corrected  for  24  h  urine),  compared 
with healthy controls (P<0.05). Corrected for urine creatinine, all patients had significantly 
increased  total urinary HB‐EGF protein  excretion  at days  2  and  8  after  transplantation, 
compared  with  healthy  controls  (P<0.05).  In  living  and  DBD  kidney  donor  recipients, 
urinary HB‐EGF protein excretion, corrected for 24 h urine and urine creatinine, decreased 
significantly  between  2  and  8  days  after  transplantation  (P<0.001).  No  significant 
differences  were  found  in  urinary  HB‐EGF  protein  excretion  in  DCD  kidney  donor 
recipients between days 2 and 8 after transplantation. DBD donor recipients have  lower 























medulla.  Increasing  reperfusion  time was  associated with  increasing  renal  damage,  as 
apparent  from  the  presence  of  brush  border  loss,  tubular  dilation,  protein  casts,  and 
denudation.  In  WT  mice,  renal  damage  was  more  severe  after  6  h  of  reperfusion, 
compared  with  KO  mice,  regarding  protein  and  brush  border  loss.  After  1  day  of 
reperfusion, WT mice showed severe denudation, while only brush border loss and minor 
protein cast occurred  in KO mice. Compared with WT mice,  induction of IRI  in HBEGF KO 
mice resulted  in 43% and 70%  less cortical tubular damage after 6 h  (P<0.05) and 1 day 







less morphological  damage  after  ischaemia/reperfusion  compared with WT mice  (grey  bars)  (A). 
n= 3–5 per group; mean ±  SE. *P<0.05; **P<0.01,  statistically  significant differences between WT 








human and experimental  IRI, and  the protection  from  renal damage  in HB‐EGF KO mice 
and  in vitro and  in vivo by EGF  receptor  inhibition  in  the early phase of  IRI. These data 
point to a crucial role for HB‐EGF/EGF receptor‐mediated signalling in the development of 
renal damage following IRI. 
The  rat  IRI  model  is  characterized  by  early  macrophage  influx,  which  modulates  the 
response  to  injury20.  This  inflammatory  response  is  accompanied  by  a  rise  in  SMA 
expression. The early peak  in HBEGF mRNA  is  in  line with previous studies showing  that 
HB‐EGF mRNA in rat kidney tissue is induced shortly after acute ischaemia or nephrotoxin 
induced  renal  injury7,  21. We have also  shown  the absence of HB‐EGF mRNA during  the 
fibrotic phase at 14 and 21 days. HB‐EGF mRNA  is  increased  in diabetic  rats22 and after 
unilateral ureteral obstruction23. In line with the in vivo data and in a similar time pattern, 
we  found  HB‐EGF  mRNA  to  be  induced  after  hypoxia,  with  a  rapid  increment  after 
reoxygenation in HK‐2 cells. High HB‐EGF mRNA has been shown during anoxic conditions 




EGF  at  days  2  and  8  after  transplantation,  compared with  normal  healthy  individuals. 
When  corrected  for  creatinine,  the  response  seems  to be extended  in  the DCD donors, 
with no significant difference between day 2 and day 8. 
G protein coupled receptors (GPCRs) activate protein kinase C and stimulate the release of 
Ca2+  from  intracellular  stores, which  leads  to  external  stimulation of ADAM  activity  to 
shed  the  EGF  receptor  ligands.  The  major  sheddase  of  HB‐EGF  is  TACE/ADAM17  (A 
Distintegrin And Metalloproteinase), which upon activation, releases HB‐EGF from the cell 
membrane24,  25.  ADAM17‐deficient  mice  are  indeed  defective  in  shedding  of  the  EGF 
receptor  ligands25  and  display  phenotypes  similar  to mice  lacking  the  EGF  receptor26‐28 
TGF‐α29,  and  HB‐EGF30.  We  recently  showed  that  ADAM17  inhibition  decreases  the 
shedding of another EGF receptor ligand, TGF‐α, in podocytes and HK‐2 cells31. 
The  mechanism  of  EGF  receptor  activation  upon  binding  of  its  ligands  involves  EGF 
receptor oligomerization  and  activation of  intracellular  tyrosine  kinases, which  leads  to 
receptor  tyrosine  phosphorylation8,  32.  This  activates  downstream  signalling molecules, 
including  phosphatidylinositol  3‐kinase  (PI3K), mammalian  target  of  rapamycin  (mTOR), 
MEK, and ERK. These distinct  signal  transduction proteins determine gene  transcription 
and, as such, regulate several biological processes which may affect the pathophysiology 
of  renal  damage9  by  inducing  proliferation,  differentiation,  collagen  production,  and 






cell  proliferation  and migration  in  human mesangial  cells35,  and WTACE2,  an  ADAM17 
inhibitor, substantially reduced the development of AngII‐induced renal lesions in vivo36. 
Our  experiments  in  rats  using  the  EGF  receptor  inhibitor  revealed  a  significant  early 
reduction in inflammation and pre‐fibrosis at 1 and 4 days. Despite continuing treatment, 
the beneficial effect was absent at 14 days, again pointing to a role for EGFR ligands in the 
early phase of  IRI only. These data are  in  line with previous  studies  showing  that  renal 
vascular  and  glomerular  fibrosis  was  prevented  in  L‐NAME  rats  after  EGF  receptor 
inhibition37 and that blockade of EGF receptor activity with PKI‐166  led to a reduction  in 
kidney  growth  and  tubular  cell proliferation  in diabetic  rats38.  The  in  vitro  experiments 
showing a reduction in cellular proliferation in untreated and HBEGF‐ stimulated HK‐2 cells 
using PKI‐166  confirmed  the alleged modulating  role of HB‐EGF  in  IRI. Furthermore, we 
showed that HB‐EGF KO mice had significantly less tubular damage after IRI than WT mice. 
This  indicates  that  the  absence  of HB‐EGF  can  protect  from  renal  damage  in  the  early 
phase of IRI. This also corresponds to mice lacking another EGF receptor ligand, ie TGF‐α, 
that were  infused with angiotensin  II, to exhibit  largely reduced renal  lesions, compared 
with WT TGF‐α +/+  littermates36.  In addition,  it has been  reported  that  transgenic mice 
overexpressing TGF‐α develop severe renal lesions39. 
The present  study  suggests  that HB‐EGF  is  involved  in an early  response mechanism  to 
renal  injury.  It  is  likely  that  HB‐EGF  signalling  initially  serves  repair  or  regenerative 
mechanisms via autocrine and paracrine mechanisms. This is supported by the finding that 
HBEGF  was  produced  as  a  bioactive  protein  in  rat  kidneys  subjected  to  renal  injury, 
suggesting HB‐EGF to be an important growth factor involved in renal epithelial cell repair, 
proliferation, and  regeneration  in  the early stages of  recovery after acute  renal  injury21. 
HBEGF was also  increased  in  the brain  in  response  to hypoxic  ischaemic  injury40,  in  the 
liver  after  partial  hepatotoxin  injury  or  hepatectomy41,  and  in  the  skin  after  thermal 
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TGF‐α  plays  a  major  role  in  the  genetic  predisposition  to  chronic  kidney  disease 
progression  and  absence  of  TGF‐α  protects  against  renal  lesions  after  angiotensin  II 
infusion.  We  studied  the  role  for  TGF‐α  in  experimental  and  human  renal 
ischemia/reperfusion (I/R) injury.  
TGF‐α mRNA expression was investigated in rats following ischemia, in human renal donor 
biopsies  obtained  during  kidney  transplantation,  and  in  urine  from  renal  transplant 
recipients shortly after transplantation. We also evaluated the effect of exogenous TGF‐α 
on  cellular proliferation  in  cultured human  kidney  cells.  Finally,  the mechanistic  role of 
TGF‐α was studied in TGF‐α‐/‐ mice subjected to renal I/R. 
TGF‐α mRNA was  significantly  upregulated  in  the  early  phase  of  IR  injury  in  rats.  No 
differences  in  TGF‐α mRNA were  found  in  human  renal  donor  biopsies. Urinary  TGF‐α 
protein expression was markedly  increased  in DCD renal transplant recipients, compared 
to  living  renal  transplant  recipients. Cellular proliferation was  induced  in  TGF‐α‐treated 
cells,  compared  to  untreated  cells.  TGF‐α‐/‐ mice  exhibited  less morphological  damage 
after  I/R  injury,  compared  to WT mice.  α‐SMA  protein  and mRNA  expression,  and  the 
bax/bcl‐2 apoptosis ratio were reduced in TGF‐α‐/‐ mice after I/R injury.  
We conclude that TGF‐α plays a crucial role in the pathogenesis of renal damage following 






















Ischemia/reperfusion  (I/R)  injury  is  a  critical  factor  in  the  long‐term  outcome  of  renal 
transplantation1.  This  is  evidenced by  the  fact  that organs  retrieved  from  living  related 
donors have a better  long‐term  survival  than  those  from deceased donors2,  3.  I/R  injury 
results  in  severe  oxidative  stress,  tubular  cell  death,  inflammatory  changes  and 
endothelial  activation4. The  length of  the warm  ischemic  time,  is  strongly  linked  to  the 
degree  of  injury5.  The  regenerative  response  to  I/R  injury  involves  restoration  and 
replacement of tubular cells. Unfortunately, this response is often accompanied by a mild 
influx of macrophages and release of cytokines and growth factors, resulting  in adaptive 
interstitial  changes  such  as  fibrosis6.  The  current  pharmaceutical  therapy  regimen 
following  renal  transplantation  aims  at  the  reduction  of  renal  inflammation,  thereby 
restoring  renal  function  and  structure.  However,  despite  considerable  advances  in 
pharmaceutical  intervention  strategies,  many  kidneys  progress  to  chronic  transplant 
dysfunction.  
The Epidermal Growth Factor Receptor  (EGFR)  is a member of  the  (EGF)/ErbB  family of 
type 1 receptor tyrsosine kinases. EGFR is endogenously expressed in numerous cell types 
and is an important factor in various cellular processes, including survival, differentiation, 
migration  and  proliferation.  Upon  EGFR  activation,  a  cascade  of  signal  transduction 
proteins, such as phophatidylinositol 3‐kinase (PI3K) and mammalian target of rapamycin 
(mTOR),  is phosphorylated,  leading, through an  increase of cell growth and proliferation, 





between  the  ligands  and  the  EGFR  is  subject  of  ongoing  research.  Previously we  have 
found that HB‐EGF is markedly upregulated in the early phase of experimental and human 
renal I/R injury. Absence of HB‐EGF and pharmaceutical blockade of EGFR phosphorylation 
protects  against  renal  damage,  supporting  a  modulating  role  for  the  EGFR  activation 
pathway in early I/R injury8. 
TGF‐α activates EGFR  signaling  following ADAM‐dependent  ligand  shedding9. Recently  it 
has been discovered that TGF‐α is a key mediator of the genetic predisposition to chronic 
kidney disease  (CKD) progression10.  Furthermore,  transgenic mice overexpressing TGF‐α 
develop  severe  renal  lesions11, while mice  lacking  TGF‐α  had  substantially  fewer  renal 
lesions after long‐term angiotensin II (AngII) infusion12.  
To understand the role of TGF‐α  in experimental and human renal  I/R  injury, we studied 
its  expression  in  rats  following  unilateral  ischemia,  in  human  renal  donor  biopsies 




on  cellular  proliferation  in  cultured  human  kidney  cells.  Finally,  to  elaborate  on  the 





Male Wistar  rats  (250‐300 g); Harlan, Zeist,  the Netherlands) were used  to  study TGF‐α 
mRNA and protein expression  in  I/R  injury. To  investigate  the  role of TGF‐α  in  renal  I/R 
injury  in mice, we  used  TGF‐α‐deficient mice  (TGF‐α‐/‐)  and  B6129S2 wildtype mice,  as 
controls  (WT). The generation of TGF‐α‐/‐ mice has been described previously13. Animals 

















were anaesthetized, blood was  collected  in heparin  containing  tubes, and kidneys were 
perfused  with  saline  and  harvested.  A  midcoronal  kidney  slice  was  fixed  in  4% 
paraformaldehyde, processed for paraffin embedding and used for immunohistochemical 









were  removed  from  the  donor  outside  the  UMC  Groningen,  or were  retrieved  in  our 
centre but allocated to another medical centre. This interfered with collecting T1, T2 and 




From  living  (N=51), DBD  (N=24) and DCD  (N=14) donor kidney  recipients  in our medical 
centre  (2005‐2007),  splint  urines  (urine  produced  by  the  transplanted  kidney)  were 
collected 2 days after transplantation. Splint catheters were placed  in the urethra of the 
donor  kidney.  Subjects  were  excluded  when  they  were  on  dialysis  at  day  2  after 
transplantation.  In  these  subjects we measured MAP  (mmHg), 24 hr urinary production 











Reverse  Transcription  kit  (Qiagen  GmbH,  Germany).  Changes  in  TGF‐α 
(Mm00446231_m1),  Bax  (Mm00432050_m1),  Bcl‐2  (Mm00477631_m1),  α‐SMA 
(Mm01546133_m1)  and B2M  (beta  2 microglobulin)  (Mm00437762_m1)  (housekeeping 
gene) mRNA expression were confirmed with two‐step quantitative real time PCR on AB 
Prism  7900HT  Sequence  detector  (Applied  Biosystems,  UK).  For  each  primer  set,  2x 
ABgene ABsolute QPCR  ROX Mix  (Westburg,  EU),  20x  primerset  and  25  ng  cDNA were 
used. The PCR profile consisted of 15 min at 95 °C, followed by 40 cycles with heating of 





were  deparaffinzed  and  rehydrated.  Endogenous  peroxidase was  blocked with  0.075% 
H2O2 in phosphate‐buffered saline (PBS; pH 7.4) for 30 min. Sections were incubated with 
the  primary  mouse  anti‐human  Transforming  Growth  Factor‐α  antibody  (Calbiochem, 








Human  proximal  tubular  epithelial  cells  (HK‐2,  ATCC,  Rockville,  IN,  US) were  grown  in 
keratinocyte  serum‐free  media  (K‐SFM)  (GIBCOTM  Invitrogen  Corporation,  Breda,  the 
Netherlands) supplemented with bovine pituitary extract  (BPE), epidermal growth  factor 
(EGF),  L‐glutamine  and  penicillin/streptomycin,  and  maintained  in  a  37°C,  5%  CO2 
humidified atmosphere. Experiments were performed on 70% confluent cells seeded (32x 
dilution)  in  96  well‐plates  incubated  in  K‐SFM.  After  24h,  fresh  K‐SFM  (without  EGF), 










the percentage of  the  total  cortical area  that  showed necrotic  cortical  tubular damage. 
The ischemic area was identified by loss of tubular cell brush border, tubular epithelial cell 
necrosis, denudation of the basement membrane and presence of tubular casts.  
To  further  characterize  the  histological  damage  in  TGF‐α‐/‐  mice  after  I/R, 
immunohistochemical  staining  for mouse‐anti‐rat  α‐smooth muscle actin  (SMA)  (ASM‐1, 
Progen Biotechnik, Germany)  as  a marker  for  pre‐fibrosis, was  performed.  To  obtain  a 
measure of pre‐fibrosis, total intensity of positive pixels in the cortex was divided by total 
surface area of the cortex and multiplied by 100% to get a percentage of pre‐fibrosis.  




The  non‐parametric  Kruskal‐Wallis  test  with  Dunn’s  posthoc  test  was  used  to  detect 
differences  in  TGF‐α mRNA  expression  between  sham‐operated  rats  and  experimental 
groups. Differences  in  urinary  TGF‐α  protein  expression  at  day  2  after  transplantation, 




detect  differences  in  cellular  proliferation  between  untreated,  TGF‐α‐treated  cells,  and 
cells  incubated with  PKI‐166.  Cortical  tubular  damage  and  α‐SMA  expression  between 
TGF‐α‐/‐ and WT mice were analyzed with an unpaired T‐test. Changes in bax, bcl‐2 and α‐
SMA mRNA expression between TGF‐α‐/‐ and WT mice were analyzed with an unpaired T‐
test  or  Mann‐Whitney  test,  depending  on  their  distribution.  Non‐parametric  Kruskal‐
Wallis  test  with  Dunn’s  posthoc  test  was  used  to  detect  differences  between  the 
experimental  groups  and  sham‐operated mice.  Statistical  significance was  accepted  at 















were  present  and  α‐SMA  expression  increased  significantly  when  compared  to  sham‐







collecting  ducts  (Figure  1C).  After  1  day  of  reperfusion,  enhanced  TGF‐α  protein 
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In  human  renal  donor  biopsies we  studied  the  TGF‐α mRNA  expression.  Kidneys  from 
deceased  brain  dead  (DBD)  and  deceased  cardiac  dead  (DCD)  donors  had  significantly 
longer cold ischemic times, compared to kidneys from living donors (P<0.001). Recipients 











































































TGF‐α  stimulation  induced  a  34%  increase  in  cellular  proliferation  when  compared  to 
untreated  cells  (P<0.05).  Addition  of  EGFR  phosphorylation  inhibitor  PKI‐166  reduced 





PKI‐166  inhibited  proliferation  in  untreated  and  TGF‐α‐treated  cells.  Data  are  presented  as 









outer  medulla.  We  assessed  structural  renal  damage  in  periodic  acid‐Schiff‐stained 
sections and found massive acute tubular necrosis in WT mice, whereas TGF‐α‐/‐ mice had 
less renal damage, after 6 hrs, 1 day and 3 days of reperfusion (Figure 5A). Induction of I/R 
injury  in TGF‐α‐/‐ mice  resulted  in 69%, 47% and 55%  less acute  tubular necrosis  in  the 
cortex  after  resp.  6  hrs  (P<0.01),  1  day  (P<0.01),  and  3  days  (P<0.001)  of  reperfusion 
(Figure 5B).  
A marked increase in α‐SMA mRNA expression was observed in the kidneys of the TGF‐α‐/‐ 













(bcl‐2) mRNA expression  (bax/bcl‐2  ratio) was  significantly  increased  in  the TGF‐α‐/‐ and 
WT mice after 6 hrs and 1 day of reperfusion (P<0.05), compared to sham‐operated mice. 















WT mice  (A). n=8 per  group; data  are presented  as mean±SEM; **P<0.01,  statistically  significant 
differences compared to WT mice. Representative photographs of α‐SMA stained sections  (B‐E). A 
significant reduction of α‐SMA mRNA expression was observed  in the kidneys of the TGF‐α‐/‐ mice 








significantly  shifted when  compared  to WT mice,  at day  1  and  3 of  I/R  injury  (A).  This  shift was 
mainly caused by the significant reduction  in bax mRNA expression (B and C). n=8 per group; data 






mRNA  early  after  experimental  I/R  injury,  and  protection  from  renal  damage  after  I/R 
injury  in TGF‐α‐/‐ mice. Additionally, urinary TGF‐α protein expression, obtained two days 
after  transplantation,  was  increased  in  recipients  who  received  a  DCD  donor  kidney, 
compared  to  living  donor  kidney  recipients.  In  vitro,  stimulation  with  TGF‐α  induced 
cellular proliferation when compared to untreated cells.  
TGF‐α is involved in renal organogenesis, physiological processes, and the pathophysiology 
of  renal  damage.  In  nephrogenesis,  TGF‐α  is  expressed  during  the  development  of 
nephrogenic  blastema  and  ureteric  buds  of  rat  and  human  kidneys14,  15.  In  vitro 
experiments confirmed  the  role  for TGF‐α  in  renal organogenesis16, and  renal branching 






TGF‐α  regulates  various  pathological  processes  via  activation  of  the  EGFR,  causing 
proliferation,  differentiation,  and  collagen  production20,  21.  This  may  result  in  the 
development of renal fibrosis. TGF‐α and other EGFR ligands, EGF, HB‐EGF, amphiregulin, 
epiregulin, betacelluline, epigen, are shed from the cell surface by ADAMs (A Disintergrin 
And  Metalloprotease)9,  22.  These  ADAMs  can  be  activated,  via  activation  of  second 
messengers,  such  as  Ca2+,  protein  kinase  C  (PKC)  and  reactive  oxygen  species  (ROS)23. 
Activation of ADAMs results  in release of the EGFR  ligands that bind to and activate the 
EGFR. Upon EGFR  activation,  a  cascade of distinct  signal  transduction proteins,  such  as 
phosphatidylinositol 3‐kinase (PI3K), mammalian target of rapamycin (mTOR) and ERK, are 
phoshorylated, resulting in cell growth and proliferation7.  





after  I/R  injury8. We  found TGF‐α protein expression  in  the distal  tubules and collecting 
ducts.  B6D2F1  and  FVB/N  mice  expressed  increased  levels  of  TGF‐α  protein  in  distal 
tubules  and  ascending  loops  of  Henle  after  75%  reduction  of  renal mass10.  Enhanced 
expression  of  TGF‐α  was  also  found  in  hyperplastic  parathyroid  glands  (PTGs)  in 
established stage of renal failure  in rats25.  In addition,  in previous studies HB‐EGF mRNA 
was  found  to  be  induced  shortly  after  renal  ischemia  and  nephrotoxin‐induced  renal 
injury26,  27.  In  human  renal  I/R  injury,  we  observed  no  differences  in  TGF‐α  mRNA 
expression  between  the  three  different  timepoints  or  between  the  donorgroups.  This 
might suggest the early peak in the expression pattern of TGF‐α mRNA was prior to T3, as 
found in the rat model of I/R injury.  
TGF‐α  protein  is weakly  expressed  in normal human  kidneys, while patients with  renal 
dysplasia showed  increased  levels of TGF‐α28.  In a previous study we showed that TGF‐α 
and its sheddase ADAM17 are expressed in interstitial fibrotic lesions of renal tissue with 
chronic allograft rejection29. In donor kidney recipients who received a kidney from a DCD 
donor,  urinary  TGF‐α  protein  expression  was  markedly  increased  at  day  2  after 
transplantation,  compared  to  living  donor  kidney  recipients.  This  finding  is  in  line with 






TGF‐α protein has a molecular weight between 6‐30 kDa,  indicating  that  the kidney can 
ultrafiltrate TGF‐α protein. This  is supported by the  fact that TGF‐α protein  is present  in 
serum of healthy people30. Elevated levels of TGF‐α protein are found in serum of patients 
with  gastrointestinal  cancer30,  and  ovarian  cancer31.  Patients  who  died  from  ovarian 
carcinoma had significantly higher concentrations of urinary TGF‐α, compared to patients 
who  were  disease‐free  at  follow‐up32.  Furthermore,  urinary  TGF‐α  may  predict  renal 
functional outcome after acute  ischemic kidney  injury33, suggesting a predicting  role  for 
urinary TGF‐α protein expression in transplantation. 
The in vitro experiment, showing an induction in cellular proliferation in TGF‐α‐stimulated 
HK‐2 cells, confirmed the alleged modulating role for TGF‐α  in  I/R  injury. These data are 
supported by previous studies showing that TGF‐α stimulates cell proliferation in vitro34‐36. 
In vivo, enhanced expression of TGF‐α participated in the cell proliferation of hyperplastic 
PTGs  in  established  stage  of  renal  failure25.  Furthermore,  in  suckling  rats  TGF‐α  had  a 
stimulating  effect  on  epithelial  cell  proliferation  in  digestive  tissues  during  the 
developmental period37, and TGF‐α expression is increased in a hyperoxia‐induced fibrosis 




The present study showed  that TGF‐α‐/‐ mice had significantly  less  tubular damage after 
I/R injury than WT mice, accompanied by a significant reduction in α‐SMA expression and 
a decline  in apoptosis. This  indicates  that  the absence of TGF‐α  can protect  from  renal 
damage in the early phase of I/R injury. This also corresponds to the observation that HB‐
EGF‐/‐ mice exhibit  largely  reduced  renal  lesions after  I/R  injury, compared  to WT mice8. 
Moreover, mice  lacking TGF‐α,  that were  infused with  angiotensin  II,  showed markedly 
reduced  renal damage when compared  to  their WT TGF‐α+/+  littermates12. On  the other 
hand,  overexpression  of  TGF‐α  resulted  in  formation  of  more  severe  renal  lesions11. 
Furthermore we  have  found  that  absence  of  TGF‐α  decreased  the  ratio  between  pro‐
apoptotic and anti‐apoptotic mRNA expression  in  the early phase after  I/R  injury. From 
previous studies is know that I/R injury induces apoptosis41‐44.  
The present study suggests that TGF‐α is involved in an early response mechanism to renal 
injury.  In  line  with  our  findings  with  HB‐EGF,  it  is  likely  that  TGF‐α  initially  plays  an 
important  role  in  repair  and  regenerative  mechanisms  via  autocrine  and  paracrine 
mechanisms. This  is  supported by  the  finding  that TGF‐α has a protective effect against 
neuronal  cell death after  transient  focal  ischemia45. Moreover, TGF‐α may enhance  the 
ability of mesenchymal stem cells to protect myocardium during I/R injury46. These studies 





time points.  In  line with previous work47,  48, we propose  that  interventional strategies  in 
EGFR activation may be beneficial in I/R injury as seen in transplantation. 
In conclusion, this study demonstrates a crucial role for TGF‐α in the pathogenesis of renal 
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ADAM17 mRNA was upregulated  in  IF/TA when compared  to control kidneys.  In normal 
kidneys, ADAM17 mRNA was weakly expressed in proximal tubules, peritubular capillaries, 
glomerular  endothelium  and  parietal  epithelium.  In  IF/TA,  tubular,  capillary  and 
glomerular ADAM17  expression was  strongly  enhanced with de novo  expression  in  the 
mesangium. In interstitial fibrotic lesions we observed colocalization of ADAM17 with HB‐
EGF protein.  In  vitro,  inhibition of ADAM17 with  TNF484  resulted  in  a dose‐dependent 
reduction of HB‐EGF shedding  in PMA‐stimulated cells and non‐stimulated cells.  In vivo, 
ADAM17  inhibition  significantly  reduced  the  number  of  glomerular  and  interstitial 
macrophages at day 4 of reperfusion. 
In conclusion, HB‐EGF co‐expresses with ADAM17 in renal interstitial fibrosis, suggesting a 



























an  increasing  incidence of  type 2 diabetes  and obesity2. Within  the pathophysiology of 
IF/TA,  ischemia‐reperfusion  (I/R)  injury,  an  inevitable  event  in  kidney  transplantation, 
affects both short‐term and long‐term allograft outcome34. The initial event in I/R injury is 
acute  ischemia, which activates  the endothelium,  thereby  leading  to  increased  vascular 
permeability, expression of adhesion molecules, complement activation, and transcription 
of  proinflammatory  genes5‐7.  Reperfusion  inflicts  additional  damage,  as  attracted 
leukocytes adhere to the endothelium and release reactive oxygen species  (ROS) as well 
as additional proinflammatory cytokines,  thereby enhancing  the  inflammatory  response. 
At  later  stages,  profibrotic  processes  join  the  inflammatory  environment.  Despite  its 
intention to maintain kidney integrity, reparative fibrosis contributes to loss of functional 






positive  regulator  of  inflammation10.  Later  studies  revealed  that  ADAM17  is  also 
responsible for shedding EGF receptor (EGFR) ligands such as Transforming Growth Factor‐
α  (TGF‐α) and heparin‐binding epidermal growth  factor  (HB‐EGF)11, which  links ADAM17 
to proliferation and fibrosis via EGFR signaling12. Together, ADAM17 is implicated in both 
proinflammatory and profibrotic processes, which positions ADAM17 as a possible target 
of  intervention  in  a  variety  of  diseases.  Intriguingly,  in  vivo  pharmacological  ADAM17 
inhibition was already shown to attenuate hepatic I/R injury in rats13. Moreover, ADAM17 
inhibition  reduced  renal  fibrosis  in  angiotensin  II‐induced  kidney  disease  in mice14  and 
reduced cardiac fibrosis in angiotensin II‐induced heart disease in rats15. Furthermore, we 
recently showed that absence of HB‐EGF and blockade of the EGFR protects against renal 
damage,  supporting  a modulating  role  for  the  HB‐EGF/ADAM17/EGFR  axis  in  early  I/R 
injury16. 
Here  we  investigated  the  extent  and  site  of  expression  of  ADAM17  in  human  renal 
allograft  and  non  transplant‐related  renal  fibrosis. We  furthermore  assessed  ADAM17‐













was available  from patients with a  renal allograft without histological abnormalities  (Tx‐
NA)  (n=24)  (biopsies  were  taken  under  clinical  suspicion  of  rejection),  acute  allograft 
rejection  (AR)  (n=28),  IF/TA  (n=32),  and  non‐transplant  interstitial  fibrosis  (non‐Tx  IF) 
(n=12). Paraffin‐embedded control kidney tissue (n=14) was obtained from the unaffected 






RNA  was  extracted  from  frozen  human  kidney  biopsies  using  the  TRIZOL  method 
(Invitrogen,  Carlsbad,  CA).  DNAse  treatment  was  performed  using  Turbo  DNAse‐free 
(Ambion, Austin, TX). cDNA was synthesized using Superscript II RT and random hexamer 
primers  (Invitrogen).  A  relative  quantification  PCR  was  performed  to  determine  gene 
expression  (Applied Biosystems, Foster City, CA). HPRT was used as housekeeping gene, 
primer  F:  5’‐GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA‐3’,  primer  R:  5’‐
GTCTGGCTTATATCCAACACTTCGT‐3’  (Invitrogen)  and  probe:  6‐FAM  5’‐
CAAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCCC‐3’ TAMRA  (Eurogentec,  Liege, Belgium).  For ADAM17 
we  used  the  gene  expression  assay  Hs00234224_m1  (Applied  Biosystems).  PCR  was 
performed  in  a  total  volume  of  20µl  containing  10ng  cDNA  template  and  10µl  PCR‐
mastermix  (Eurogentec).  The  Thermal  Profile was  15 minutes  at  95ºC,  followed  by  40 
cycles of 15 seconds at 95ºC and 1 minute at 60ºC. The average Ct‐values for the target 
gene ADAM17 were substracted  from  the average housekeeping gene Ct‐values  to yield 








ADAM17  mRNA  was  detected  using  RNA  in  situ  hybridization  (ISH).  ADAM17‐FR  PCR 
product  of  518  bp was  subcloned  in  pCRII‐TOPO  vector  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA, US). 
Insert  lengths were  routinely  checked  by  [1]  amplification with M13  forward  and M13 
reverse primers  and  [2]  restriction enzyme  analysis with EcoR1. Orientation of  the PCR 
product  was  determined  by  PCR  using  ADAM17  specific  primers  in  combination  with 
vector specific M13F and M13R primers, confirmed by sequence analysis of the ADAM17 
construct  (ADAM17  primer  sequence:  AGT.TCT.TGT.GTG.GTT.TGG.CC  (forward); 
ACT.GGC.TAC.CAT.GTA.TAG.CC (reversed)). Deparaffinized sections were air‐dried, treated 





55ºC.  After  washing,  slides  were  treated  with  2  U/ml  RNase  T1  (Sigma‐Aldrich, 
Zwijndrecht, Netherlands)  in  1 mM  EDTA  (pH  8.0)  and  2x  SSC  at  37ºC  for  30 minutes. 





Renal ADAM17 mRNA  localization and  staining  intensity as obtained by  ISH was  scored 





Formalin‐fixed, paraffin‐embedded or  frozen  tissue  sections  (4 µm)  from  control kidney 
(n=4), IF/TA (n=4) and non‐Tx IF (n=3) tissues were used. For detection of endogenous HB‐
EGF protein, tissue sections were fixed in acetone for 10 min and incubated with goat anti‐
human HB‐EGF antibody  (R&D Systems, Germany; 1:50; dilution  in PBS/1%BSA)  for 1 hr, 
followed by sequential  incubations of 30 min with rabbit anti‐goat FITC antibody (DAKO, 
Glostrup, Denmark; 1:25) and goat anti‐rabbit FITC antibody (DAKO; 1:25), diluted  in PBS 
with 1% normal human  serum. Slides were  then  incubated with 5% normal goat  serum 
(Sigma‐Aldrich)  for  30 min. ADAM17 was  detected  using  a  rabbit  anti‐human ADAM17 






control  of  staining  specificity.  Fluorescence microscopy  was  performed  using  a  DMLB 
microscope, DC300F camera and QWin 2.8 software (Leica Microsystems).  
To detect binding of exogenously added HB‐EGF, formalin‐fixed, paraffin‐embedded renal 









The  shedding activity of ADAM17 was  studied  in  immortalized human mesangial cells21. 
Cells  were  seeded  in  24‐well  plates  until  90%  confluence.  Culture  medium  was  then 
refreshed,  and  cells were  stimulated with  phorbol  12‐myrisate  13‐acetate  (PMA)  (100 
ng/ml)  for  4  hrs.  Before  stimulation,  cells were  pre‐incubated  for  10 minutes with  or 
without the pharmacological compound TNF484 (described as compound 5 in22; a kind gift 
from  Novartis  Pharma,  Switzerland).  The  conditioned  media  were  harvested  and  a 
commercially  available  ELISA was  performed  according  to manufacturer’s  guidelines  to 






with  isoflurane (3%) enabled a  left‐flank  incision with dissection of the  left renal vessels, 









slice  of  the  kidneys  was  fixed  in  4%  paraformaldehyde  and  processed  for  paraffin 
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To  assess  the  extent  of  renal  ischemia,  PAS  staining was  performed  on  the  ischemic‐
reperfused  kidneys.  Using  light microscopy,  the  ischemic  area  of  the  renal  cortex was 
measured in relation to the total area of renal cortex (length of ischemia/total length). For 
each kidney, we started to measure  from the  inner cortex outwards  in 8 directions, and 
used the mean of 8 measurements to express one ischemia score per ischemic‐reperfused 
kidney.  The  ischemic  area was  identified  by  loss  of  tubular  cell  brush  border,  tubular 
epithelial cell necrosis, denudation of the basement membrane and tubular casts.  
To  further  characterize  the histological  changes  in  the  ischemic‐reperfused  kidneys, we 
performed immunohistochemical staining for ED‐1 (Serotec Ltd, Oxford, UK) as marker for 
macrophages, α‐smooth muscle actin (SMA) as marker of profibrosis (Sigma Chemical Co, 
St  Louis, MO),  and  collagen  IIIα1  (Biogenesis  Inc,  Sandown, NH)  as marker  of  fibrosis. 
Sections (4 μm) were deparaffinzed in xylol and progressively hydrated. Antigen retrieval 
was performed by overnight  incubation  in 0.1 M Tris/HCl buffer, pH 9.0 at 80°C. A  two‐
step  immunostaining  peroxidase  (PO)  technique  was  used.  After  blockade  of  the 
endogenous  PO,  sections  were  incubated  with  the  primary  antibody,  followed  by 
sequential  incubation  with  PO‐labelled  secondary  and  tertiary  antibodies.  Peroxidase 
activity was developed by  incubation with 3’,3’‐diaminobezidine  tetrachloride  (DAB) and 
H2O2.  To  obtain  a measure  of  inflammation,  the  number  of  glomerular  and  interstitial 
macrophages  (ED‐1  positive  cells) was  counted manually  using  light microscopy  and  a 
mean score of glomerular and  interstitial macrophages was obtained  for each  ischemic‐
reperfused kidney. To obtain a measure of profibrosis and fibrosis, interstitial α‐SMA and 





The  non‐parametric  Kruskal‐Wallis  test  with  Dunn’s  post  test  was  used  to  detect 
differences in ADAM17 mRNA expression between kidney diagnose groups and in HB‐EGF 
ELISA  measurements  between  different  cell  media.  Differences  in  age,  MAP,  serum 
creatinine and  IF/TA  score between  the different  renal patients groups and  the  control 
group  were  analyzed  with  an  ANOVA  test,  with  Dunn’s  or  Dunnett’s  post  hoc  test, 
depending  on  their distribution. Differences  in macrophage  influx  between  vehicle  and 








Patient  clinical  characteristics and  renal  tissue histological  changes  (for  ISH analysis and 
RT‐PCR) are presented  in Table 1. When compared  to patients with normal renal  tissue, 
patients with Tx‐NA, AR, and  IF/TA were  significantly older  (P>0.05).  IF/TA patients had 
significantly  higher  blood  pressure  levels  compared  to  the  control  group  (P>0.05).  All 
patient  groups  had  significantly  elevated  levels  of  serum  creatinine  (P>0.05)  when 
compared to normal renal tissue.  IF/TA score were significantly higher  in AR,  IF/TA  , and 
non‐Tx IF (P>0.05), compared to control group.  
The  IF/TA patients (frozen renal tissue used for RT‐PCR) had significantly higher  levels of 
serum  creatinine,  compared  to  control  patients  (P<0.01).  Furthermore,  IF/TA  patients 





when  compared  to  normal  kidney  tissue  (8.104±1.884  vs.  1.277±0.285,  respectively, 
P<0.001).  In normal  kidneys, ADAM17 mRNA was  absent  in  the  glomerular mesangium 
and weakly expressed in the glomerular endothelium and parietal epithelium as assessed 
by  in  situ  hybridisation  (Figure  1A).  In  contrast,  these  renal  structures  showed  strong 
ADAM17 expression in IF/TA (Figure 1B), Tx‐NA, AR and non‐Tx IF. The glomerular visceral 
epithelium stained very strongly positive for ADAM17 in both control kidney tissue and in 




In  the glomerular parietal epithelium, endothelium  (Figure 2A), mesangium  (Figure 2B), 
peritubular capillaries (Figure 2C), proximal tubules (Figure 2D) and vascular endothelium, 
ADAM17 mRNA ,as assessed by semi‐quantitative scoring, showed upregulated expression 































































































































Figure  1.  Photographs  are  representative  for  the  various  renal  diseases, magnification  400x.  In 
normal kidneys,  the glomerular endothelium  (closed arrow) and parietal epithelium showed weak 
ADAM17 mRNA  expression, whereas  the mesangium  (open  arrow) was negative  (A).  In  contrast, 
these  renal  structures  showed  strong  ADAM17  expression  in  IF/TA  (B).  The  glomerular  visceral 
epithelium ADAM17  strongly  in all  tissue  samples of normal  kidneys  (A) and  IF/TA  (B). The distal 
tubules of normal kidneys (C) and of Tx‐NA, IF/TA (D), AR (E), and non‐Tx IF (F) were strongly stained 







glomerular  endothelium  (A),  glomerular  mesangium  (B),  peritublar  capillaries  (C)  and  proximal 
tubules (D). •, outliers. Data are presented as 5‐95 percentiles. 
ADAM17 colocalizes with HB‐EGF in interstitial fibrotic lesions 
HB‐EGF  protein was  not  detected  in  control  kidneys  (Figure  3A),  but was  detected  in 
interstitial  fibrotic  lesions  in  IF/TA  and  colocalized  with  ADAM17  protein  (Figure  3B), 
confirming  the  ADAM17  mRNA  expression  pattern  as  identified  by  RNA  in  situ 
hybridization. Binding of exogenously added HB‐EGF was extensive in interstitial matrix of 
control kidneys and in the expanded interstitial matrix in IF/TA, in addition to a number of 















inhibitor of ADAM17 activity.  In  cultured human mesangial  cells, PMA  stimulation  for 4 








To  confirm  tissue  TNF484  availability  after  daily  administration  in  the  rat  model  of 
unilateral  I/R  injury, we  analyzed  all  serum  samples  and  kidneys  (obtained  at  time  of 
sacrifice)  for TNF484. Consistent with our experimental setup, all  rats  that had  received 





Unilateral  ischemia  for  45 minutes  resulted  in  ischemic damage of  the  renal  cortex,  as 
evidenced by widespread  tubular necrosis. After day  1 of  reperfusion, no difference  in 
ischemia (length of cortical ischemia: total cortical length) was detected between vehicle‐ 
and  TNF484‐treated  rats  (data  not  shown).  The  number  of  glomerular  and  interstitial 
macrophages,  serving  as  marker  for  renal  inflammation,  did  not  change  between 
treatment  groups  on  day  1  and  14  after of  reperfusion. However,  a  significantly  lower 
number of glomerular macrophages (0.84 (0.78‐1.11) vs. 1.14 (0.95‐1.18); P<0.05) (figure 
5A, B and C) and  interstitial macrophages  (45.4  (40.9‐58.2) vs. 65.3  (42.4‐75.2); P<0.05) 
(figure 5D, E and F) was detected at day 4 of reperfusion in the ADAM17 inhibition group. 
The α‐SMA‐positive area, serving as marker for profibrosis, and the interstitial collagen III‐




HB‐EGF  shedding  when  compared  to  baseline  shedding.  Inhibition  with  the  pharmacological 















In  the present  study, we detected marked ADAM17 upregulation  in human  IF/TA when 
compared  to  normal  human  kidneys.  Tissue  expression  analysis  revealed  increased 
ADAM17  in  the  glomerular  endothelium, mesangium, proximal  tubules  and  peritubular 
capillaries  of  Tx‐NA, AR  IF/TA  and  non‐Tx  IF  kidneys. Additionally, ADAM17  colocalized 




In  our  analysis  of  ADAM17  expression  in  human  renal  allografts  without  histological 
abnormalities, acute allograft rejection,  IF/TA, and non‐transplant  interstitial  fibrosis, we 
found no  clues  towards  specific ADAM17  regulation  in  relation  to  any of  the diagnosis 
groups.  Instead,  ADAM17  was  generally  upregulated  in  diseased  tissue,  such  as  the 
glomerular  mesangium,  proximal  tubules  and  peritubular  capillaries.  These  cell  types 
contribute  to  fibrogenesis  and  are  key  players  in  renal  pathophysiology.  A  similar 
observation was reported for ADAM family member ADAM19, which was upregulated  in 









the  potential  to  guide  cellular  behaviour  towards  proliferation,  migration  and 
fibrogenesis23. ADAM‐mediated EGFR activation and downstream signalling occurs  in the 
kidney  in  vitro  in  glomerular  mesangial  cells24,  visceral  epithelial  cells25  and  proximal 
tubular cells26.  In vivo  inhibition of  individual components of the signalling pathway may 
result  in  an  anti‐proliferative  or  anti‐fibrotic  outcome  for  the  kidney, which  has  been 
demonstrated for ADAM1714 and the EGFR27. In addition, rats treated daily with PKI‐166, 
an  EGFR  inhibitor,  showed  an  early  reduction  in  inflammation  and pre‐fibrosis  1  and  4 
days after I/R injury28. 
HB‐EGF was recognized to promote smooth muscle cell migration and proliferation29.  Its 
expression  in  glomerular  mesangial  cells  was  shown  to  induce  the  production  of 
fibronectin, which  is a critical component of glomerulofibrotic  lesions24.  In patients with 
various  forms  of  glomerulonephritis,  glomerular mesangial HB‐EGF was  correlated with 
the grade of mesangial proliferation30. Moreover, ADAM17‐mediated HB‐EGF shedding in 
mesangial  cells  induced  cellular  proliferation  following  phosphorylation  of  ERK,  a 
transcription factor downstream of the EGFR31. HB‐EGF was upregulated after I/R injury in 
rats28,  32,  after  hypoxia/reoxygenation  in  vitro  and  in  human  renal  living  and  deceased 
brain dead  transplant donor biopsies28.  In addition, urinary HB‐EGF was  increased after 
kidney  transplantation,  compared  to  control  urines  from  healthy  subjects28.  In  human 
IF/TA  tissue, we  identified HB‐EGF staining  in  interstitial  fibrotic  lesions  in colocalization 








A possible  link between ADAM17  and  fibrosis was established when  it was  shown  that 
inhibition  of  ADAM17  reduced  angiotensin  II‐induced  renal  fibrosis  in  mice14.  And 
deficiency  of  TIMP‐3,  the  natural  inhibitor  of  ADAM17,  resulted  in  increased  ADAM17 
activity with  a  concomitant  increase  of  renal  fibrosis  in  a model  of  unilateral  ureteral 
obstruction34. Mice lacking HB‐EGF that were subjected to I/R injury28, or TGF‐α deficient 
mice,  that  were  infused  with  AngII14,  exhibit  largely  reduced  renal  lesions.  Daily 
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reduce  systemic  inflammation  and  associated  histological  changes  after  induction  of 
pneumococcal meningitis in mice35. Additionally, it was demonstrated that knockdown of 
ADAM17 by siRNA protected mice from AngII‐induced cardiac fibrosis and hypertrophy in 
models of hypertension15.  Interestingly, we observed  that ADAM17  inhibition  in  rat  I/R 
injury decreased  the number of glomerular and  interstitial macrophages  significantly at 
day  4  of  reperfusion.  Although  macrophages  are  central  denominators  of  tissue 
remodelling it remains to be established whether such an effect is relevant in the context 
of ADAM17  inhibition. Specifically  in  renal  I/R  injury, macrophages have been  shown  to 
play  a  crucial  role  in  mediating  persistent  inflammation  and  fibrosis,  leading  to 
development of chronic kidney disease36, 37. Nevertheless, the reduction  in macrophages 
in ischemic‐reperfused kidneys on day 4 after I/R did not change renal fibrotic lesions on 






matrix  metalloproteinases  (MMPs)22,  which  should  be  taken  into  account  when 
interpreting effects from TNF484 inhibition. 
In  conclusion,  the marked  induction  of  ADAM17  in  IF/TA  suggests  involvement  of  this 
protein  in  interstitial  renal  damage  associated  with  various  conditions  related  to 
transplantation  and  non‐transplant‐related  ischemic  kidney  injury.  In  line  with  earlier 
reports  linking  ADAM17  to  fibrosis,  ADAM17  and  HB‐EGF may  interact  to  serve  EGFR 
signaling. The treatment value of targeting ADAM17 within the pathway of early I/R injury 
was  partly  corroborated  in  rat  renal  I/R  injury  because  daily  pharmacological ADAM17 
inhibition  did  have  anti‐inflammatory  effects.  Since  EGFR  signalling  plays  a  role  in  the 
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capable  to delete  the  floxed  fragment of ADAM17  in tubular epithelium. Tamoxifen and 
vehicle‐treated  cre;ADAM17flox,    cre  and ADAM17flox mice were  subjected  to  50 min of 
unilateral ischemia, followed by 3 days of reperfusion.  
ADAM17  mRNA  was  33%  reduced  in  cre;ADAM17flox  mice  treated  with  tamoxifen, 
compared  to  vehicle‐treated mice.  Induction  of  I/R  injury  in  cre;ADAM17flox,    cre  and 




I/R  injury. A clear protective property of  tamoxifen  in renal  I/R  injury  is established, but 























Ischemia/reperfusion  (I/R)  injury  is  an  inevitable  event  during  kidney  transplantation, 
affecting  both  short‐term  and  long‐term  allograft  outcome1. Acute  ischemia,  the  initial 
event  in  I/R  injury,  leads  to  increased  vascular  permeability,  expression  of  adhesion 
molecules,  complement  activation,  and  transcription  of  proinflammatory  genes2‐4.  The 
inflammatory response is enhanced by reperfusion, during which leukocytes adhere to the 
endothelium and  release  reactive oxygen  species  (ROS) and proinflammatory  cytokines. 
The  outcome  of  renal  allograft  transplantation  is  determined  by  the  balance  between 
reparative fibrosis and loss of functioning tissue5, 6. 
ADAM17 (A Disintegrin And Metalloproteinase 17; also known as TACE) is a key mediator 
of  protein  ectodomain  shedding, which  is  the  proteolytic  release  of  cytokines,  growth 
factors  and  receptors  from  their  cell membrane‐bound  precursors7.  ADAM17 was  first 
discovered  as  the  sheddase  of  TNF‐α,  and  considered  a  positive  regulator  of 




The ADAM17 – EGFR  ligands – EGFR pathway  is crucially  involved  in the development of 
renal  inflammatory  and  fibrotic  lesions.  ADAM17  inhibition  reduced  renal  fibrosis  in 
angiotensin  II‐induced  kidney disease  in mice13.  Furthermore, pharmacological ADAM17 
inhibition attenuated hepatic  I/R  injury14, and  reduced  cardiac  fibrosis  in angiotensin  II‐
induced heart disease in rats15. Recently we have shown that mice deficient for TGF‐α or 
HB‐EGF or mice pharmaceutically treated with EGFR phosphorylation blockers are, at least 







To  investigate the role of ADAM17  in renal  I/R  injury  in mice, we generated an  inducible 
KspCad‐CreERT2;ADAM17flox (cre;ADAM17flox) mice.  For this purpose we crossbred KspCad‐
CreERT2 (cre) mice18 and   ADAM17flox mice (C. P. Blobel, Hospital for Special Surgery‐Weill‐
Med, New York, NY, USA)19. After  treatment with  tamoxifen,  cre;ADAM17flox mice were 
capable  to  delete  the  floxed  fragment  of  ADAM17  in  tubular  epithelium.  In  adult 
homozygous cre;ADAM17flox mice (~10 weeks) the ADAM17 gene was  inactivated by oral 
administration  of  tamoxifen  (5  mg/day,  3  consecutive  days).  An  aliquot  of  100  mg 
tamoxifen‐free  base  (Sigma) was  suspended  in  150  μl  ethanol  and  dissolved  in  850  μl 
  104 
Chapter 6 


























randomly divided  into a vehicle or  tamoxifen  treated group. Mice were  scarified 3 days 




To  assess  the  extent  of  renal  ischemia,  periodic  acid‐Schiff‐stained  (PAS)  staining was 
performed on kidney sections. The  ratio of necrotic cortical  tubule surface area  to  total 
cortical surface area (cortical tubular damage  in vehicle‐treated mice was set to 1.0) was 
determined  in  the  mice  by  using  Aperio  ImageScope  software  (version  9.1.772.1570, 
Aperio  Technologies  Inc,  Vista,  CA,  USA).  The  ischemic  area  was  identified  by  loss  of 














The  differences  in  cortical  tubular  damage  between  vehicle‐  and  tamoxifen‐treated 







dilatation,  brush  border  loss,  protein  casts,  denudation  and  pre‐fibrotic  changes.  In 





We  assessed  structural  renal damage  in  PAS  sections  and  found massive  acute  tubular 
necrosis  in vehicle‐treated mice, whereas tamoxifen‐treated mice had  less renal damage 
after 3 days of reperfusion (Figure 3).  
Induction of  I/R  injury  in cre;ADAM17flox mice treated with tamoxifen, ADAM17‐deficient 
mice,  resulted  in  57%  less  acute  tubular  necrosis  in  the  cortex,  compared  to  vehicle‐
treated  cre;ADAM17flox, wild‐type mice  (1.00±0.15  vs.  0.43±0.15,  vehicle  vs.  tamoxifen; 
P<0.05). Regarding control groups, in tamoxifen‐treated ADAM17flox mice tubular damage 
was  81%  reduced  when  compared  to  vehicle‐treated  mice  (1.00±0.14  vs.  0.18±0.07, 
vehicle vs. tamoxifen; P<0.001). Cre mice treated with tamoxifen showed a 75% reduction 






Figure  3. Representative  photograph  of  PAS  stained  renal  sections with  necrotic  areas  artificially 












Figure  4. After  3  days  of  reperfusion,  cre;ADAM17flox mice,  treated with  tamoxifen,  showed  less 
cortical  tubular  damage  after  I/R  when  compared  to  vehicle‐treated  cre;ADAM17flox  mice. 
Tamoxifen‐treated ADAM17flox and cre mice also showed a reduction in renal damage, compared to 
their  vehicle‐treated  littermates.  Cortical  tubular  damage  in  vehicle‐treated mice was  set  to  1.0. 









The  ADAM17  gene  was  knocked  down  in  tubular  epithelium  by  using  the  cre‐lox 
technology.  The  cre‐lox mechanism was  discovered  in  P1 bacteriophage  as part of  this 
organism's  normal  viral  live  cycle20,  21.  The  P1  bacteriophage  cyclization  recombination 




not  produced22.  For  this  study  we  generated  an  inducible  KspCad‐CreERT2;ADAM17flox 
mouse  strain.  This  strain  contains  a  transgene  that  expresses  a modified  form  of  cre 
recombinase  that  is  non‐functional  until  an  inducing  agent,  such  as  tamoxifen,  is 
administered at a desired time point in embryonic development or adult life23. CreERT2 is 
fused to a mutated estrogen receptor ligand‐binding domain, and is no longer able to bind 
endogenous  estrogen  but  does  bind  to  the  synthetic  ligand  tamoxifen.  CreERT2  is 
translocated  to  the  nucleus,  where  it  can  exert  its  enzymatic  activity24.  Promoter 
fragments  of  the  Ksp‐cadherin  gene  have  been  used  to  only  establish  expression  of 
CreERT2  in renal epithelial cells. Upon translocation of CreERT2 to the nucleus,  it binds to 
and cuts the loxP sites, resulting in excision and degradation of the target DNA25, 26.  




from renal damage  in the early regenerative phase of  I/R  injury. This corresponds to our 
previous work in which mice lacking HB‐EGF or TGF‐α were protected against I/R injury16, 
17, or TGF‐α deficient mice, that were infused with AngII13, to exhibit largely reduced renal 
lesions,  suggesting  a  significant  role  for ADAM17  in  the  EGFR  transactivation  pathway. 
Furthermore, previous  interventional studies to target ADAM17 have revealed promising 
therapeutic  potential.  Daily  pharmacological  ADAM17  inhibition  using  the  synthetic 
inhibitor WTACE2 reduced angiotensin II‐induced renal fibrosis in mice, which resulted in 
attenuated  renal  function13.  Deficiency  of  TIMP‐3,  the  natural  inhibitor  of  ADAM17, 







was  demonstrated  that  knockdown  of  ADAM17  by  siRNA  protected mice  from  AngII‐
induced cardiac fibrosis and hypertrophy in models of hypertension15.   
Intriguingly,  we  have  also  found  a marked  reduction  in  acute  tubular  necrosis  in  the 
ADAM17flox and cre mice treated with tamoxifen when compared to vehicle‐treated mice. 
The  ADAM17  gene was  still  present  in  these mice,  indicating  that  tamoxifen  by  itself 
caused the beneficial effect on renal damage following I/R injury. Tamoxifen is a selective 





Limited  data  suggest  that  tamoxifen  has  an  elimination  half‐life  of  about  5‐7  days35, 
indicating that tamoxifen might still have been present in the circulation or the tissues at 
the  time  the mice were  subjected  to  I/R  injury,  approximately  5  days  after  tamoxifen 
administration. Thus, besides the well described role for tamoxifen in the activation of the 
cre‐lox mechanism,  tamoxifen  could  also  play  a  role  in  the  reduction  of  renal  damage 
following I/R injury. 




observed  in  our  study  could  be  explained  by  binding  of  tamoxifen  to  the  ER.  In  rats 
subjected  to  spinal  cord  injury,  tamoxifen  treatment  resulted  in  improved  functional 
outcome,  and  therefore  tamoxifen  can  be  a  potential  neuroprotectant  for  spinal  cord 
injury therapy38. Furthermore, tamoxifen and raloxifene, also a SERM, reduced microglia 
activation  in male  and  female  rats,  after  LPS‐induced  peripheral  inflammation39.  These 
data  indicate  a  potential  therapeutic  approach  for  SERMs  in  central  nervous  system 
damage  after  systemic  inflammation,  by  modulation  of  the  activity  of  ERs.  Another 
possible protective mechanism of tamoxifen in renal I/R injury can be via the anti‐oxidant 
effects  of  tamoxifen40,  41.  In  ovariectomized  rats  subjected  to  myocardial  I/R  injury, 
tamoxifen has cardioprotective effects against I/R injury, via its antioxidant properties42.  
Little  is known about  the effect of  tamoxifen on  the kidney. From  literature  it  is known 
that  tamoxifen was  successfully  used  in  the  treatment  of  peritoneal  fibrosis,  a  serious 
complication  in patients with  long‐term peritoneal dialysis43.  In a mouse model of  lupus 
nephritis,  tamoxifen  decreased  renal  inflammation  and  reduced  proteinuria44. 




In  conclusion,  to  investigate  the  role  of  ADAM17  in  renal  I/R  injury,  by  using 
Cre;ADAM17lox mice,  the  time  between  tamoxifen  administration  and  the  start  of  I/R 
injury has  to be  extended,  to make  sure  tamoxifen  is  completely  eliminated.  Since  the 
elimination  half‐life  of  N‐desmethyltamoxifen,  the  major  metabolite  of  tamoxifen,  is 
estimated  to  be  9‐14  days35, we  suggest  the mice  to  be  subjected  to  renal  I/R  injury 
approximately 4 weeks after tamoxifen treatment. From this study we can also conclude 
that tamoxifen treatment in mice for three consecutive days, five days prior to operation, 
protects against  I/R  injury. Although additional studies with  tamoxifen administration  to 
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kidney, heart and vessels. CKD was  induced by 5/6 nephrectomy and  rats were  treated 
with the EGFR kinase inhibitor PKI‐166 (50 mg/kg/day), lisinopril (5 mg/kg/day) or vehicle 
from  week  6  after  disease  induction  until  week  12.  Nephrectomized  rats  displayed 
characteristic  features  of  CKD  including  severe  proteinuria,  hypertension,  decreased 
creatinine  clearance,  increased  glomerular  sclerosis,  renal  enlargement  and  left 
ventricular hypertrophy. Despite  complete absence of effects on  renal damage, PKI‐166 
treatment attenuated the progression of hypertension and normalized cardiac function to 





























complications1. Hypertension  represents  the most  common CV  complication  in patients 
with CKD; it not only predicts mortality but also represents one of the major determinants 
of progression of renal  injury2. The mechanism of development of hypertension  in CKD  is 
complex  and  several  hypotheses  have  been  put  forward  including  activation  of  renin–





receptor  (EGFR)  signaling  has  been  demonstrated.  First,  in  genetic6  and  experimental7 
models  of  hypertension,  an  enhanced  expression  level  of  EGFR  and  a  significant 
correlation between maximal epidermal growth factor (EGF) binding capacity in the aorta 
and  blood  pressure  was  shown.  Subsequent  reports  in  a  model  of  spontaneous 
hypertension  (SHR  rat)  substantiated  these  findings  by  demonstrating  EGF  to  act  as  a 
potent  vasoconstrictor  of  arteries8  and  by  increased  EGFR  expression  levels  in 
hypertrophied  left ventricle (LV)9. Also, chronic  inhibition of EGFR by the kinase  inhibitor 
AG1478  and  EGFR  antisense  oligonucleotides  attenuate  the  vasoconstriction  and  the 
elevation of blood pressure  in angiotensin  II  (Ang  II)‐induced hypertension10,  11. Because 
metalloproteinase (MMP) inhibitors successfully prevented cardiac remodeling induced by 




and  associated  oxidative  stress,  cardiac  hypertrophy  and  vascular  remodeling12‐14. 
Recently,  it has been recognized that the transactivation of EGFR by many different Gq/11 
protein‐coupled  receptors  may  constitute  an  important  part  of  EGFR  signaling15. 
Therefore,  instead of targeting the various GPCRs, e.g. Ang II type 1 (AT1) receptor or α1‐
adrenoceptor (α1‐AR),  it  is conceivable that blockade of EGFR transactivation may have a 
significant  potential  in  several  CV  conditions  including  hypertension15,  heart  failure16, 
cardiac10,  17,  and  vascular  hypertrophy18.  In  support  of  this,  we  recently  showed  that 
transactivation  of  the  EGFR  is  part  of  the  α1‐AR  induced  contraction  of  rat  aorta
19. 
Furthermore,  transactivation of  the EGFR may also play a  role  in  renal disease20 and/or 
associated  CV  complications.  Several  experimental  studies  suggest  EGFR  inhibitors  to 
possess  renoprotective  effects21‐23.  These  findings  collectively  imply  the  possible 
therapeutic  potential  of  EGFR  inhibition  in  hypertension,  as  hypothesized  recently15,  24. 




inhibitors  in  renal disease and associated CV  complications,  the effects of PKI‐166 were 
investigated  in  5/6  nephrectomized  (5/6Nx)  rats,  by  assessment  of  renal  function  and 
damage, blood pressure and cardiac parameters. In addition, we assessed vasoreactivity in 
isolated vessels by measuring sensitivity to AT1 receptor and α1‐AR stimulation (aorta) and 





Experiments were  performed  on  12 weeks  old male Wistar  rats  (n=60,  330  to  400  g, 
Harlan,  Zeist,  the  Netherlands).  Animals  were  housed  under  standard  conditions  of 
temperature (21‐24ºC), humidity (40‐60%) and 12 h light:dark cycle at the animal facilities 
of the University of Groningen. Animals had free access to food (standard rat chow; Hope 
Farms,  Woerden,  the  Netherlands)  and  drinking  water  throughout  the  study.  Animal 
experiments were conducted  in accordance with  the NIH Guide  for  the Care and Use of 










until  the week 12.  Sham  animals  received either  vehicle  (Sham+Vehicle; n=10) or EGFR 
kinase inhibitor (Sham+PKI‐166; n=12). PKI‐166 (50 mg/kg/day), lisinopril (5 mg/kg/day) or 
vehicle  treatment  was  provided  daily  by  gavage.  PKI‐166  was  dissolved  in  10% 
DMSO+0.5%  Tween‐80  diluted  1:20  (vol/vol)  in  water.  During  the  treatment  period, 
proteinuria and tail‐cuff blood pressure was assessed every 3 weeks. 







mL) were  collected  from  the  abdominal  aorta  for  biochemical  analyses  and  heart  and 
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Rats  were  placed  in  metabolic  cages  for  24  h  and  proteinuria  was  determined  by 
trichloroacetic  acid  precipitation  (Nephelometer  Analyzer  II;  Dade  Behring,  Marburg, 
Germany).  
Blood pressure was measured by means of the tail‐cuff method (PS‐200A; Riken‐Kaihatsu; 
Tokyo,  Japan  and  IITC  Life  Sciences, Woodland Hills,  CA, USA)25.  In brief,  animals were 
adapted to the procedure in a 2 weeks training period before the experimental protocol. 















SMA  and  ED1  staining  were  measured  by  Aperio  ImageScope  software  (version 
9.1.772.1570, Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA) at 200x magnification. Data from α‐
SMA  and  ED1  immunostainings  are  presented  as  the  intensity  and  the  number  of  the 
positive pixels, respectively. 
Renal  damage  was  assessed  in  paraffin  embedded  sections  of  kidneys  stained  with 
Periodic Acid  Schiff  reagent.  The  incidence  of  FGS was microscopically  evaluated  semi‐




Third‐order  branches  of  superior  mesenteric  arteries  were  cleaned  from  perivascular 






dose  of  PE  (0.3 μM)  and  acetylcholine  (ACh;  30 μM).  Following wash  out,  intraluminal 
pressure was decreased  to 20 mmHg and myogenic  reactivity was  studied by obtaining 
active pressure‐diameter  curves over  a pressure  range of  20‐160 mmHg  in  steps of  20 
mmHg. Each  step was held  for 5 minutes  to  reach  stable contraction. Thereafter, Krebs 
solution  was  exchanged  for  calcium‐free  Krebs  solution  supplemented  with 




Aorta  segments  (approximately  2  mm)  were  cleaned  from  perivascular  tissue  and 
mounted in an organ bath with Krebs solution at 37 °C and continuously bubbled with 95% 
O2 and 5% CO2. Viability of smooth muscle cells was checked by pre‐constriction with PE (1 
μM).  After  wash  out  and  30  minutes  of  stabilization,  contractility  was  measured  in 
response  to cumulative concentrations of Ang  II  (1 nM –1 µM)  in endothelium‐denuded 
rings. Finally, potassium chloride (KCl; 60 mM) was added to the organ baths. In additional 





(1.2), NaH2PO4  (1.2),  glucose  (11.5), NaHCO3  (25.0)  at pH 7.4. All  compounds  for Krebs 
solution and all other drugs were purchased from Sigma‐Aldrich (Sigma‐Aldrich, St. Louis, 







repeated  measures  followed  by  Bonferroni  post  hoc  test  for  multiple  comparisons. 
Myogenic tone was expressed as percent decrease in active diameter from the maximally 
dilated  (passive)  diameter  determined  at  the  same  pressure  in  calcium‐free/EGTA 
solution,  i.e., myogenic  tone  (%)= 100  [(DCa‐free– DCa)/DCa‐free], where D  is  the diameter  in 







Animal  characteristics  are  presented  in  Table  1.  Vehicle‐treated  5/6Nx  animals  had 
increased  kidney  weight/body  weight  ratio,  lower  creatinine  clearance  (Table  1),  and 
increased water  intake  and  urinary  output  between weeks  5  and  11  (data  not  shown) 
compared  to  Sham. Body weights were  similar  in  vehicle‐treated  Sham  and  5/6Nx  rats 
(data  not  shown).  5/6Nx  rats  displayed  a  gradual  increase  in  proteinuria  in  the  first  5 
weeks (Figure 1, P<0.05 vs. Sham groups), which continued to increase in vehicle‐treated 
rats.  At  the  end  of  the  experimental  protocol,  5/6Nx+Vehicle  rats  had  higher  focal 
glomerulosclerosis  (FGS)  score  (Figure  2C1  and  F)  and  increased  interstitial  α‐smooth 
muscle actin (α‐SMA) staining (Figure 2C2 and G) compared to Sham (Figure 2A1 and A2). 
5/6Nx+Vehicle  rats  showed  a  slight,  but  non‐significant  increase  in  interstitial 
macrophages  (ED‐1  immunostaining;  Sham+Vehicle=0.012±0.003,  Sham+PKI‐
166=0.007±0.002,  5/6Nx+Vehicle=0.016±0.004,  5/6Nx+PKI‐166=0.014±0.003,  and 
5/6Nx+Lisinopril=0.017±0.009). 5/6 nephrectomy induced a significant increase in arterial 
systolic blood pressure (SBP) at week 5 after the operation. In vehicle‐treated 5/6Nx rats, 
SBP  continued  to  increase  up  to  8 weeks  and  remained  stable  afterwards  (Figure  3A). 
Diastolic blood pressures (DBP) was slightly (but non‐significantly) higher in 5/6Nx animals 
at week 5, but increased significantly in vehicle‐treated 5/6Nx rats afterwards (Figure 3B). 
Also,  LV  weight/body  weight  ratio,  LV  systolic  pressure  (LVSP)  and  LV  end‐diastolic 
pressure (LVEDP) were  increased  in vehicle‐treated 5/6Nx rats compared to Sham (Table 
1). Together,  these data demonstrate  the successful  induction of experimental CKD and 
related changes in CV parameters induced by 5/6 nephrectomy.  
The above measurements were also obtained in Sham animals treated from week 6 to 12 

















































































































































































































































in PKI‐166‐treated 5/6Nx  rats,  similarly  to vehicle‐treated  rats, and  to a  lesser extent  in 
lisinopril‐treated 5/6Nx rats (Table 1). Whereas PKI‐166 did not affect the progression of 
proteinuria throughout the treatment period, lisinopril treatment prevented the increase 
in proteinuria  (Figure 1).  In  line with proteinuria data, PKI‐166  treatment did not affect 
both FGS score  (Figure 2D1 and F) and  interstitial α‐SMA  (Figure 2D2 and G) staining.  In 
contrast, lisinopril treatment partially protected the kidneys from injury as evidenced by a 



















Figure 1. The effect of  treatment with PKI‐166 or  lisinopril on proteinuria  levels. Treatments were 







Figure  2.  Assessment  of  renal  damage.  Fifty  glomeruli  per  slide  (A1‐E1)  were  microscopically 
evaluated  and  scored  semi‐quantitatively  (F)  for  the  incidence  of  focal  glomerulosclerosis  (FGS). 
Representative photomicrographs of kidney sections  from Sham+Vehicle  (A1), Sham+PKI‐166  (B1), 
5/6Nx+Vehicle  (C1),  5/6Nx+PKI‐166  (D1)  and  5/6Nx+Lisinopril  (E1)  groups.  For  the  assessment  of 
prefibrotic  changes,  the  intensity of  the positive  cortical  interstitial and glomerular  (A2‐E2) pixels 
was measured by α‐smooth muscle actin (α‐SMA) staining (G). Representative photomicrographs of 
kidney  sections  from  Sham+Vehicle  (A2),  Sham+PKI‐166  (B2),  5/6Nx+Vehicle  (C2),  5/6Nx+PKI‐166 




Treatment with  PKI‐166  blunted  the  increase  in  SBP  in  5/6Nx  animals  and  completely 
restored DBP to Sham  levels, whereas  lisinopril completely restored both (Figure 3A and 
B). At sacrifice (i.e. 12 weeks after the  induction of 5/6 nephrectomy), SBP and DBP was 
also measured under  short  anesthesia by Millar  catheter.  In  accord with  the  conscious 





































































in maximal  relaxant ability of  the  investigated arteries. Active diameters were  increased 
only  in  the 5/6Nx+Vehicle group  (Figure 4B),  signifying a gross  impairment of myogenic 




Figure 5. Full concentration‐response curves of angiotensin  II  (A) and phenylephrine  (C) mediated 
contraction and relationship between arterial SBP and maximal contraction response of aortic rings 




in  Ang  II  and  phenylephrine  (PE)  mediated  contraction  in  thoracic  aorta  rings,  full 







5/6Nx+Vehicle  group  (Figure  5C).  Both  lisinopril  and  PKI‐166  completely  restored  the 
impaired PE mediated contractions (Figure 5C).  
To  investigate  the  role of hypertension  in  the attenuated Ang  II and PE mediated aorta 
contractility, we analyzed  the  relationship between arterial SBP and maximal contractile 
response of aortic rings. A negative correlation between SBP and the maximal contraction 





of  hypertension  and  limits  cardiovascular  changes,  independent  of  limiting  the 
progression of functional and structural changes in the kidney in 5/6 nephrectomy in rat. 
The  beneficial  effect  of  PKI‐166  treatment  on  the  CV  system  is  substantiated  by 
preservation  of  LVEDP  and  by  the  normalization  of  the  impaired  myogenic  tone  and 
contractile  response  of  isolated  arteries.  These  data  collectively  indicate  that  CV 
protective effects via EGFR inhibition in kidney disease are independent of modulation of 
renal injury. 
In  this  study,  5/6Nx  rats  displayed  the  characteristic  features  of  CKD,  as  evidenced  by 
severe  proteinuria,  decreased  creatinine  clearance,  increased  glomerular  sclerosis,  and 
renal hypertrophy. In line with our previous findings, CKD was accompanied by an increase 
in blood pressure and a gross  reduction  in  the development of myogenic  tone  in  small 
mesenteric  arteries.  The  reduced  myogenic  tone  might  represent  a  compensatory 
mechanism  counteracting  the  increase  in  peripheral  resistance  in  CKD25.  Furthermore, 
reduction of myogenic tone was completely restored by both treatments, suggesting a link 
between  myogenic  tone  and  blood  pressure.  We  previously  demonstrated  that  ACE 
inhibition  normalizes myogenic  tone  of mesenteric  arteries, while  attenuating  elevated 
blood pressure  and  the progression of  renal  injury25.  In  that  study, we were unable  to 
dissociate whether the effect of ACE inhibition on myogenic tone is due to lowering blood 
pressure or mitigation of the renal impairment. This study extends our previous findings as 
EGFR  inhibition  reduced  blood  pressure  and  fully  restored  myogenic  tone,  while  not 
redressing any renal parameters. Thus, most likely, the reversal effect of ACE inhibitors on 
peripheral myogenic tone in kidney disease is due to their antihypertensive effect.  
Renal  disease  related  cardiac‐specific  alterations were  also  observed  in  vehicle‐treated 
5/6Nx  rats,  including  LV  hypertrophy  and  elevated  LVSP  and  LVEDP,  as  previously 
described29‐31.  Although  PKI‐166  did  not  prevent  LV  hypertrophy,  the  drug  completely 
normalized elevated LVEDP observed in 5/6Nx. An increase in LVEDP is an early sign for LV 
diastolic  dysfunction32  and  has  been  shown  to  be  an  independent  predictor  of  future 
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clinical heart  failure events33 and mortality34,  35. These  results  indicate  that EGFR kinase 
inhibitors may have a therapeutic potential to limit the cardiac risks in patients with CKD.  
Several  experimental  studies  suggested  EGFR  inhibitors  to  possess  renoprotective 
effects.21‐23  Of  note  is  the  contribution  of  Ang  II  in  the  development  of  renal  fibrotic 
lesions20, 36, 37. Recently, the renal fibrotic role of Ang II was linked to EGFR transactivation 
via AT1  receptor‐induced shedding of membrane‐bound EGFR  ligands  through activation 
of  ADAM  (a  disintegrin  and metalloprotease)38,  39.  In  a  study  by  Francois  et  al.,  EGFR 
inhibition by gefitinib (also an inhibitor of EGFR tyrosine kinase) limited renal fibrosis, but 
did not display an antihypertensive action in nitric oxide deficiency‐induced hypertension 
(L‐NAME) model20.  However,  in  contrast  to  this  study  in  rats,  gefitinib  was  shown  to 
induce  renal  dysfunction  in  humans40,  41.  In  our  study,  PKI‐166  failed  to  improve  renal 
injury,  but  prevented  the  increase  in  blood  pressure.  Therefore,  the  blood  pressure 
lowering  action mechanism  of  PKI‐166  seems  likely  to  be  extrarenal.  Previously,  EGFR 
signaling was found affected by several antihypertensive therapies such as RAS inhibitors, 
endothelin  1  receptor  antagonists  and  antioxidants9,  42‐44. Moreover,  the  ACE  inhibitor, 
imidapril42,  AT1  receptor  antagonist,  losartan
45,  and  aldosterone  antagonist, 
spironolactone43,  reduce  the  level  of  EGFR  phosphorylation  in  different  tissues.  Our 
observation  that  PKI‐166  treatment  failed  to  exert  renoprotection,  but  successfully 
lowered  the blood pressure,  fuels  the  idea  that  the  above mentioned  antihypertensive 
agents may decrease blood pressure, at least in part, by interfering with EGFR signaling.  
The attenuated contractile response to Ang II and PE in the aorta of vehicle‐treated 5/6Nx 
rats was  successfully  restored  by  either  PKI‐166  or  lisinopril, which  provides  additional 
support for the extrarenal blood pressure lowering effect of PKI‐166. In a previous study, 
partial nephrectomy was shown to cause a downregulation in vascular α1‐AR46 which was 
thought  to be  related with higher  levels of  circulating  catecholamines  after  renal mass 
reduction46, 47. Therefore, downregulation in vascular α1‐AR may offer an explanation for 
the  lower  contractile  responses  to  PE.  In  the  SHR  rat model,  a  gradual  attenuation  of 
maximal response to Ang  II was shown starting from week 4 (non hypertensive) through 
week 16  (severe hypertension). Attenuated Ang  II mediated aorta  contractility was also 
shown  in  Obese  Zucker  Diabetic  rat,  an  experimental model  for  genetic  obesity  with 
progressive  renal  injury48. Moreover,  our  analysis  demonstrated  a  negative  correlation 
between SBP and the maximal contraction response to Ang II or PE. Collectively these data 





166, an EGFR kinase  inhibitor. To the best of our knowledge, this  is the very first  in vivo 
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study  demonstrating  CV  protective  effects  of  an  EGFR  inhibitor  in  CKD  independent  of 
modulation of renal  injury. Our findings strongly suggest that the antihypertensive effect 
of EGFR  inhibition  is extrarenal, possibly by  limiting  transactivation of EGFR. Therefore, 
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targeting  the  extracellular  EGFR  domain  have  been  implicated  in  the  regulation  of 
epithelial Mg2+  transport. However,  the  effect of  the widely used  EGFR  tyrosine  kinase 
inhibitor, Erlotinib, on Mg2+ homeostasis  remains unknown. To  investigate  the potential 
role of Erlotinib on Mg2+ handling, C57BL/6 mice were given intraperitoneal injections for 
23  days.  In  Erlotinib‐injected  mice,  a  small  but  significant  decrease  in  serum  Mg2+ 
concentrations was  observed  at  day  16  and  23, while  the  fractional  excretion  of Mg2+ 
remained  unchanged  after  23  days.  Semi‐quantitative  immunohistochemical  evaluation 
did  not  reveal  detectable  changes  in  renal  Transient  Receptor  Potential Melastatin  6 
(TRPM6) protein expression. The effect of Erlotinib on TRPM6 was investigated in HEK293 
cells. Patch clamp analysis in TRPM6 expressing cells demonstrated that Erlotinib inhibited 
EGF‐induced  changes  in  TRPM6  current  density  at  a  concentration of  30  μM. At  lower 
concentrations  (0.3  μM),  Erlotinib  failed  to  inhibit  EGF‐mediated  TRPM6  stimulation. 
Likewise, EGF‐induced tyrosine phosphorylation of its receptor was only blocked by 30 μM 
of  Erlotinib.  In  addition,  30  μM  Erlotinib  inhibited  EGF‐stimulated  mobility  of  the 
endomembrane  TRPM6  channels.  In  this mouse model,  Erlotinib  does  influence Mg2+ 
handling. However, the effect on the systemic Mg2+ concentration seems less potent than 
that  observed  with  antibody‐based  EGFR  inhibitors  in  vivo.  Currently,  clinical  data 
detailing the effect of Erlotinib on Mg2+ handling  is  lacking. Based on the doses given to 





















including  adequate  function  of  neurologic  and  cardiovascular  systems.  The  transient 
receptor potential melastatin subtype 6 (TRPM6) was originally identified as the causative 
gene  for  the  rare  autosomal  recessive  disorder:  hypomagnesemia  with  secondary 
hypocalcemia1,2.TRPM6, which  is  expressed  in  the  kidney  and  colon1,3,4,  constitutes  the 
gatekeeper and postulated rate‐limiting entry step for active Mg2+(re‐)absorption. 
The  effect  of  EGF  on  TRPM6  has  been  firmly  established.  Application  of  EGF  readily 
increases  TRPM6  current  density5,6.  Additional  evidence  suggests  that  EGF  provokes 
trafficking of the channel to the plasma membrane, via activation of the RhoGTPase,Rac15. 
These  discoveries were  prompted  by  the  observations  that  anticancer  treatments with 
monoclonal antibodies (cetuximab), targeting an extracellular epitope on the EGF receptor 
(EGFR),  causes hypomagnesemia  in patients with  colorectal  cancer.  In addition,  genetic 
linkage  and  sequence  analysis  implicated  the  pro‐EGF  gene  in  isolated  recessive  renal 
hypomagnesemia6–8. The observed decline  in  serum Mg2+  is accompanied by  renal Mg2+ 
wasting, as these patients maintain an inappropriately high fractional Mg2+ excretion6. 
Although  mostly  patients  with  colorectal  cancer  are  treated  with  monoclonal  EGFR 
inhibitors,  numerous  patient  groups  suffering  from  cancer  receive  tyrosine  kinase 
inhibitors,  such as erlotinib or gefitinib. These  include  individuals being  treated  for non 
small  cell  lung  cancer  as  well  as  pancreatic  cancer9.  Erlotinib  has  been  grouped  with 
platinum  compounds  in most  trials,  a  combination  that may  potentiate  the  effects  on 
serum Mg2+concentrations10. At present, there are no published clinical reports detailing 










vehicle  for 23 days. The animals were kept  in a  light‐ and  temperature‐controlled  room 




At  day  16,  blood was  obtained  by  puncturing  the  vascular  bundle  located  rear  of  the 
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jawbone.  During  the  last  24  hours  of  the  experimental  period,  mice  were  placed  in 
metabolic  cages  and  subsequently  killed  under  1.5%  vol/vol  isofluorane  anesthesia 
(Nicholas  Piramal  Limited,  London).  Blood  was  withdrawn  by  perforating  the  orbital 
vessels and serum was extracted afterward. Additionally, organs were dissected out and 
immediately  frozen  in  liquid  nitrogen.  One‐half  kidney  was  processed  for 
immunohistochemistry  by  immersion  fixation  in  2%  wt/vol  periodate‐lysine 




Serum  and  urinary Mg2+  and  Ca2+  concentrations  were measured  using  a  colorimetric 
assay  kit  according  to  the  manufacturer’s  protocol  (Roche  Diagnostics,  Almere,  The 
Netherlands).  Urinary mouse  EGF was measured  by  an  enzyme‐linked  immunosorbent 
assay (R&D DuoSet ELISA, DY2028, R&D Systems Europe Ltd., United Kingdom). The wells 
were  coated  with  anti‐mouse  EGF  overnight,  blocked  with  BSA  (1  hour,  room 
temperature),  and  washed  with  PBS  with  0.05%  vol/vol  Tween20.  Urine  samples  and 
recombinant mouse EGF, used as  standard  (diluted  in 0.5% wt/vol BSA), were added  (2 
hours,  room  temperature).  After  the  wells  were  washed  in  PBS  with  0.05%  vol/vol 
Tween20, they were incubated with biotinylated goat anti‐mouse EGF and then incubated 
with  horseradish  peroxidaseconjugated  streptavidin.  Color  was  developed  with  o 
phenylenediamine and stopped with H2SO4 (end concentration, 0.33 M). Absorbance was 
measured at 492 nm (Varioskan, Thermo Electron Corporation, Waltham, MA); data were 






was  reverse‐transcribed  by  Molony‐Murine  Leukemia  Virus‐Reverse  Transcriptase 
(Invitrogen) as described previously11. The cDNA was mixed with Power SYBR green PCR 
master  mix  (Applied  Biosystems,  Foster  City,  CA)  and  primers  against  TRPM6  
(5’‐AAAGCCATGCGAGTTATCAGC‐3’;  5’‐CTTCACAATGAAAACCTGCCC‐3’),  EGFR  
(5’‐CAGAACTGGGCTTAGGGAAC‐3’;  5’‐GGACGATGTCCCTCCACTG‐3’),  EGF  
(5’‐GAGAATCTACTGGACAGACAGTGG‐3’;  5’‐CTCGAGATTCTCTCCTGGATG‐3’),  or  the 
housekeeping  gene  hypoxanthine‐guanine  phosphoribosyl  transferase  (HPRT: 
5’ TTATCAGACTGAAGAGCTACTGTAATGATC‐3’;  5’‐TTACCAGTGTCAATTATATCTTCAACAATC‐









staining  in  kidney  cortex were  taken  through  a  x25  objective  on  a  Zeiss  fluorescence 





Cells  were  maintained  and  transfected  using  Lipofectamine  2000  (Invitrogen‐  Life 
Technologies,  Breda,  The Netherlands)  as  described  previously14.  Briefly, HEK293T  cells 
were  transiently  transfected  with  a  N‐terminal  hemagglutinin‐tagged  TRPM6  in  the 
pCINeo/internal  ribosomal entry  site‐GFP vector4  for patch‐clamp analysis. HEK293  cells 
were  transfected with TRPM6 N‐terminally conjugated  to GFP  in  the pCINeo vector5  for 
FRAP analysis. Experiments were performed 48 to 72 hours after transfection. Cells were 





currents were determined  in  the  tight seal whole cell configuration using a patch‐clamp 
amplifier  controlled  by  Patchmaster  software  (HEKA,  Lambrecht, Germany).  Cells were 
kept in an extracellular bath solution (150 mM NaCl, 10 mM Hepes/NaOH, 1 mM CaCl2, pH 
7.4).  Electrode  resistances were between 2  and 4 MΩ  after  the pipette was  filled with 
standard  pipette  solution  (150  mM  NaCl,  10mMEDTA,  10mMHepes/NaOH,  pH  7.2). 
Capacitance  and  access  resistances  were  continuously monitored  using  the  automatic 
capacitance  compensation of  the Patchmaster  software. A  linear voltage  ramp protocol 
from ‐100 to +100mV(within 450 milliseconds) was applied every 2 seconds from a holding 
potential of 0 mV. Extracting  the  current amplitudes at +80 and 80 mV  from  individual 
ramp current records assessed the temporal development of membrane currents. Current 
densities  presented were  determined  by  normalizing  the  current  amplitude  to  the  cell 
membrane  capacitance.  All  experiments  were  performed  at  room  temperature.  The 






HEK293T  cells  were  incubated  with  EGF  and  erlotinib  as  described  above. 
Immunoprecipitation  and  Western  blotting  was  performed  as  described  previously15. 
Briefly,  cells were  incubated  in  lysis buffer  (150 mM NaCl, 25 mM Tris/HCL, pH 7.5, 1% 
Brij97  (polyethylene  glycol  monooleyl  ether),  5mMEDTA/NaOH,pH8.0,  1mMNa3VO4, 
1mMNaF,  1mM  phenylmethylsulfonyl  fluoride,  1  µg/ml  leupeptin,  1  µg/ml  aprotinin,  
1 µg/ml pepstatin) and spun down at 1000 g for 10 minutes at 4°C. Lysates were incubated 
overnight  with  anti‐EGFR–directed  mouse  antibodies  (subcutaneously‐120,  Santa  Cruz 
Biotechnology, CA) coupled to protein A‐Sepharose beads.  Immunoprecipitates were run 
on SDS‐PAGE gels and blotted onto membranes for detection of tyrosine phosphorylation 





The  experiments  were  performed  essentially  as  described  previously5.  GFP‐TRPM6 
expressing  HEK293  cells  were  plated  onto  glass  Petri  dish  chambers  (0.17‐mm‐thick, 
WillCo Wells, United States) and mounted on a confocal laser‐scanning microscope (Zeiss 
LSM  510).  Cells  were  kept  in  a  standard  solution  (130mMNaCl,  20mMHepes/  Tris,  5 
mMKCl, 5 mMglucose, 1 mMCaCl2, 1 mMMgCl2, pH 7.4). After two regions of interest (ROI) 
were  defined  and  two  baseline  fluorescence  measurements  subsequent  recorded, 
irreversible photobleaching of one ROI was  initiated. After photobleaching,  fluorescence 
of  both  ROIs  was  measured  over  a  4‐minute  period.  Recovery  in  fluorescence  was 
calculated  from  baseline measurements.  The  unbleached  ROI was  used  to  correct  for 





Values  are  presented  as means  ±  SEM.  Comparisons  between  two  groups were made 


















GFR  remained within  normal  limits  (P=0.24)  (Figure  2C).  Importantly, no  change  in  the 
fractional excretion ofMg2+ was observed in mice receiving erlotinib (P=0.22) (Figure 2D). 
The fractional excretion of Ca2+ (P=0.51) remained unchanged after chronic administration 
of erlotinib  (Figure 2E). These  results suggest  that erlotinib‐treated mice waste Mg2+, as 






























and  Ca2+  in mice  injected with  erlotinib  for  23  days.  (C)  Creatinine  clearance  (estimated GFR)  in 
erlotinib‐ and vehicle‐injected mice and also the (D, E) corresponding fractional excretions of Mg2+ 
(FEMg)  and  Ca2+  (FECa).  Values  are  presented  as means  ±  SEM  (n  =  9).  *P<0.05  is  considered 




As  mice  injected  with  erlotinib  develop  a  modest  reduction  in  serum  Mg2+,  without 
appropriate  compensation  by  the  kidney,  a  possible  effect  could  be  on  the  expression 
level of TRPM6. Therefore, TRPM6 mRNA abundance was determined in the erlotinib‐ and 
vehicle‐injected mice.  Chronic  administration  of  erlotinib  caused  a  significant  0.67‐fold 
decrease  in  the mRNA expression of TRPM6  (P=0.02, n = 9)  (Figure 3A). TRPM6 protein 













time  PCR  was  used  to  determine  the  abundance  of  TRPM6  mRNA  extracted  from  kidney.  (B) 
Histogram  depicting  TRPM6  protein  abundance  determined  by  computerized  analysis  of 
immunohistochemical  images. Representative  immunohistochemical pictures of TRPM6  in vehicle‐ 
and  erlotinib‐injected  mice.  (C)  Semiquantitative  real‐time  PCR  determination  of  TRPM6  mRNA 




To  investigate  if  changes  in  the  renal  EGF  system  were  apparent  after  chronic 
administration of erlotinib, renal mRNA expression of EGF and the EGFR was determined. 
A  1.6‐fold  increase  in  the  mRNA  abundance  of  the  EGFR  receptor  was  observed  in 
erlotinib‐injected mice (P=0.001, n = 9) (Figure 4A). Additionally, no change in renal mRNA 
expression of EGF was observed after injection of erlotinib (P=0.14, n = 9) (Figure 4B). To 
evaluate  changes  in  the  secretion  of  EGF  after  administration  of  erlotinib,  the  urinary 
excretion of EGF was measured in the experimental groups. No differences were observed 










mRNA  abundance  of  EGFR  and  EGF  in  the  kidney  of  vehicle‐  and  erlotinib‐injected mice.  (C,  D) 
Measurements  of  urinary  EGF  excretion  and  also  the  urinary  EGF/creatinine  ratio.  (E,  F)  Colonic 
mRNA  abundance of  EGFR  and  EGF. Data  are presented  as means ±  SEM.  *P<0.05  is  considered 
statistically significant. 
 
Supraphysiological  concentrations  of  erlotinib  are  necessary  to  inhibit  TRPM6  channel 
activity 
HEK293 cells expressing TRPM6 were subjected to whole‐cell patch‐clamp analysis. With 
use  of  this  technique,  a  TRPM6‐specific  outward  current was  detectable.  Pretreatment 




(P<0.001)  (Figure  5,  A  through  C).  Pretreatment  with  erlotinib  (30  µM)  completely 
prevented  the  EGF‐induced  increase  in  TRPM6  current  density  (P<0.01).  However,  at 
lower  erlotinib  concentrations  (0.3  µM),  erlotinib  did  not  significantly  inhibit  EGF 
stimulated TRPM6 channel currents  (Figure 5, A through C). Tyrosine phosphorylation of 
the immunoprecipitated EGFR was evaluated under the same experimental conditions as 
aforementioned  (Figure  5D).  In  the  presence  of  EGF,  tyrosine  phosphorylation  of  the 
immunoprecipitated receptor was markedly increased. Preincubation of HEK293 cells with 
erlotinib  at  30  µM  blunted  the  EGF‐induced  EGFR  tyrosine  phosphorylation.  However, 
incubation  with  0.3  µM  of  erlotinib  was  not  sufficient  to  effectively  block  EGFR 




cells, pretreated with EGF  (circle) and erlotinib 30 µM  (triangle) or 0.3 µM  (inverted  triangle).  (B) 
Current  recorded after 200‐second  stimulation by a  voltage  ramp between  ‐100 and +100 mV of 
TRPM6‐transfected HEK293  cells  (1), pretreated with EGF  (2) or erlotinib  (3) alone, or pretreated 
with EGF and erlotinib 30 µM (4)/0.3 µM (5). (C) Histogram summarizing the current density (pA/pF) 
at  +80  of  TRPM6‐transfected  HEK293  cells  pretreated with  EGF  and/or  erlotinib  as  indicated.  # 










electrophysiological  properties  of  GFP‐TRPM6  have  previously  been  shown  to  display 
comparable currents with that of wild‐type TRPM6 in the presence or absence of EGF5. In 
line  with  this,  an  increase  in  the  maximal  recovery  was  found  after  EGF  application 




±  0.68;  P<0.01)  compared with  untreated  rats  (Figures  4A–4C), whereas  no  significant 
differences were found in glomerular macrophages after 1 and 4 days (not shown). At 14 








EGF  application  (10  nM,  30  to  60 minutes,  open  triangle),  and  compared  with  control  (closed 
square)  or  EGF‐treated  cells  (open  square).  (B) Histogram  representing  the maximal  recovery  of 
fluorescence  (estimated mobile  fraction)  in HEK293  cells  expressing GFP‐TRPM6 with  or without 









Mg2+  handling.  This  conclusion  is  based  on  the  following:  (1)  mice  receiving 
supraphysiological doses of erlotinib for 23 days develop a decrease  in their serum Mg2+ 
concentration;  (2) erlotinib‐injected mice  fail  to  reduce  the  fractional  renal excretion of 
Mg2+  in  response  to a decreased  serum Mg2+  concentration;  (3) whole‐cell patch‐clamp 
analysis in HEK293 cells shows that erlotinib significantly inhibited EGF‐stimulated TRPM6 
channel activity.  
Administration  of  92  mg/kg  erlotinib  (approximately  2.3  mg/25  g  of  mouse) 
intraperitoneally yielded a plasma concentration of approximately 40 µM after 1 hour  in 
mice17. A virtually  identical dose was employed  in our mice  study  (2 mg per mouse per 
day); thus, we can expect similar plasma concentrations of erlotinib. HEK293 cells received 
dosages in the same range (30 µM of erlotinib). Given the moderate effects of erlotinib in 
vivo, application of  the  compound  could  still block EGF‐stimulated TRPM6  currents and 
routing  in  HEK293  cells.  This  can  possibly  be  explained  by  the  bioavailability  of  the 
compound. It has been estimated that 92 to 95% of the administered erlotinib is bound to 
plasma proteins18; thus, the estimated free concentration  in our mouse model would be 
approximately  2  to  3  µM,  a  dose  that  likely  would  impose  less  inhibition  on  EGF‐
stimulated TRPM6 activity in vitro. Individuals receiving a single standard dose of erlotinib 
(150 mg) show a maximal plasma concentration amounting to 2.65 ± 2.02 µM (1.14 µg/ml) 
of  the  compound18,19,  representing  an  approximately  10  times  lower  circulating 
concentration  than  the mouse model.  Given  that  the  free  circulating  concentration  of 
erlotinib  is  likely  to  be  around  0.3  µM  in  human  patients,  we  tested  whether  this 
concentration would be able to block the effect of EGF on TRPM6 currents. However, we 
could  not  detect  any  significant  differences  from  EGF‐stimulated  cells.  Evaluating  EGF 
induced  tyrosine  phosphorylation  of  its  receptor  substantiated  these  data.  At  erlotinib 
concentrations of 30 µM, we were unable to detect any phosphorylation of the EGFR. At 
lower  concentrations  (0.3  µM),  resembling  the  free  concentration  found  in  humans 
receiving  standard  doses  of  erlotinib,  EGFR  phosphorylation  was  still  present  after 
application  of  EGF.  Previous  studies  showed  that  erlotinib  inhibits  ligand‐stimulated 
tyrosine autophosphorylation of  the EGFR, with an  IC50 of approximately 20 nM  in cells. 
However, concentrations of at  least a few hundred nanomolar of erlotinib are necessary 
to block >90% of the ligand‐induced autophosphorylation20,21. The results obtained in this 
study  fit well with  the  previous  observations.  Taken  together,  these  data  indicate  that 
erlotinib  treatment  in human patients  is unlikely  to  induce  severe hypomagnesemia  as 








TRPM6  routing,  by  preventing  EGF‐mediated  changes  in  the mobile  fraction  of  TRPM6 
proteins.  After  application  of  erlotinib,  the  EGF‐stimulated  fraction  of  TRPM6  channels 
becomes unresponsive. As previously shown, EGF  increases not only  the mobile  fraction 
but also the plasma membrane expression of the channel, suggesting that EGF exerts  its 
effect  by  redistributing  TRPM6  from  storage  vesicles  to  the  membrane5.  In  the 
experimental animal, where physiologic  levels of EGF are present, blockade of  the EGFR 
would  be  expected  to  retain  a  bigger  fraction  of  TRPM6  channels  in  endomembrane 
compartments, thereby preventing plasma membrane trafficking and hence reduce Mg2+ 








serum Mg2+  lowered.  Systemic  and  renal Ca2+ homeostasis  remained unaffected during 
administration  of  erlotinib,  suggesting  that  EGF  does  not  directly  affect  Ca2+  handling. 
Thus,  the  changes  in  renal  Mg2+  handling  correlate  well  with  impaired  distal  tubular 
transport, where Mg2+ transport  is mechanistically separated from that of Ca2+. Also, the 
lack  of  secondary  changes  in  Ca2+,  which  often  accompany  perturbations  in  Mg2+ 
homeostasis,  may  be  explained  by  the  modest  decline  in  serum  Mg2+  concentration 
observed  in  erlotinib  injected  animals.  This  is  confirmed  in  patients  treated  with 
cetuximab, as the appearance of hypocalcaemia was limited to individuals presenting with 
at least grade 2 hypomagnesemia (serum Mg2 between 0.5 and 0.4 mM)7. The underlying 
cause  of  the  secondary  hypocalcemia  during  severe  hypomagnesemia  remains 
incompletely understood, although  impaired  release of PTH  from  the parathyroid gland 
and desensitization of bone toPTH is likely implicated22,23. Despite a significant decrease in 
renal  TRPM6  mRNA  abundance,  semiquantitative  comparison  of  TRPM6 
immunofluorescence could not detect a difference  in protein expression. These  findings 
may be explained by the observation that TRPM6  is retained  in endomembrane vesicles, 
leading  to  a decreased degradation of  the protein.  In  such  an event, mRNA expression 







cannot be excluded as  to whether erlotinib  inhibits EGF‐stimulated TRPM6  trafficking  in 
the  colon,  as  we  observe  in  HEK293  cells.  However,  it  is  currently  not  possible  to 
effectively estimate Mg2+ uptake  in  the  intact  animal using  tracers because of  the  very 
short  half‐life  of  the  radioactive  28Mg2+  isotope.  In  addition,  one  would  expect  an 
increased TRPM6 expression  in  the  colon during  conditions of  lowered  serum Mg2+,  an 
effect that  is not observed here and elsewhere3.  It  is currently unclear how colonic Mg2+ 




the  urine  supported  these  findings,  suggesting  that  EGF  secretion  is  not  altered  in 
response to erlotinib. This study is, to our knowledge, the first to delineate the effects of 
erlotinib on Mg2+ handling  in vivo. Taken  together,  these  findings  suggest  that erlotinib 
can  inhibit EGF‐stimulated TRPM6 activity and consequently  impair Mg2+ reabsorption  in 
the kidney. Additionally,  it provides an explanation about why hypomagnesemia has not 
been  correlated with  erlotinib  treatment  in  patients  undergoing  chemotherapy,  as  has 
been  observed  with  cetuximab.  However,  it  should  be  noted  that  erlotinib  has  the 
potential to modulate renal and systemic Mg2+ handling in vivo. Therefore, caution should 
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including  survival,  differentiation,  migration  and  proliferation.  EGFR  transactivation  is 
induced  by  cytokines  and  growth  factors  such  as  angiotensin  II,  IL‐8,  endothelin  1, 
thrombin, and  lysophosphate that bind to GPCRs,  leading to ADAM‐dependent shedding 
of EGFR ligands, and paracrine or autocrine activation of the EGFR. In the kidney, the EGFR 
and  its  ligands  are  abundantly  expressed  along  the  nephron  and  contribute  to  the 
development  of  renal  lesions.  In  disease  conditions,  the  EGFR  transactivation  pathway 
may  initially serve tissue repair, but may eventually be responsible for tissue fibrosis and 
functional deterioration.  The  aim  of  this  thesis was  to  study  the  effect  of  inhibition  of 
EGFR transactivation in renal (patho)physiological processes. 
Interference  in  the  EGFR  transactivation  pathway  can  be  a  potential  target  for 
intervention  in human  renal disease, based on  its  therapeutic potential  in  treatment of 
renal fibrotic disorders in experimental models (Chapter 2).  
Ischemia/reperfusion  (I/R)  injury,  an  inevitable  event  in  kidney  transplantation,  is 
implicated in the pathogenesis of transplant dysfunction, and affects both short‐term and 






studied  HB‐EGF  expression  in  rats  following  unilateral  renal  ischemia. Marked  HB‐EGF 
mRNA  expression  was  detected  in  the  early  phase  of  I/R  injury,  compared  to  sham‐
operated  rats.  Regarding HB‐EGF  protein,  distal  tubules  and medullary  collecting  ducts 
were  positively  stained  in  all  rats.  After  I/R  injury,  de  novo  expression  of HB‐EGF was 
detected  in glomerular epithelial cells, proximal tubules and arterial structures. Both HB‐
EGF mRNA and protein expression returned to sham levels at 1 day after induction of I/R 
injury.  In  line with  in vivo data, HB‐EGF mRNA was strongly  increased  in cultured human 
kidney  cells  under  ischemic  conditions.  In  human  renal  biopsy  specimens  taken  from 
deceased  and  living  donors  during  organ  procurement,  HB‐EGF mRNA  expression was 
markedly  upregulated  after  reperfusion when  compared  to  time  of  donation  and  after 
cold  ischemia.  In  urine  from  renal  transplant  recipients, who  received  a  kidney  from  a 
living,  DBD  or  DCD  donor,  we  studied  the  HB‐EGF  protein  levels  2  and  8  days  after 
transplantation.  When  corrected  for  urine  creatinine  levels,  all  patients  showed  an 





compared  to  day  2  after  transplantation.  In  contrast,  transplant  recipients with  a DCD 






early  phase  of  I/R  injury,  we  subjected  HB‐EGF‐deficient  mice  to  renal  I/R.  HB‐EGF‐
deficient mice revealed less morphological damage after I/R injury, compared to wild‐type 
mice. These data highlights the important role for HB‐EGF in the response to renal damage 
following  I/R  injury. Absence of HB‐EGF and  inhibition of EGFR phosphorylation protects 
against renal damage, supporting a modulating role for HB‐EGF and the EGFR in early I/R 
injury (Chapter 3). 




in  the  early  phase  of  I/R  injury.  After  1  day  of  reperfusion,  enhanced  TGF‐α  protein 
expression was observed in areas with interstitial fibrosis. Two days after transplantation, 
renal  transplant  recipients who  received  a  DCD  donor  kidney  showed  higher  levels  of 
urinary  TGF‐α  protein,  compared  to  living  donor  kidney  recipients.  In  cultured  human 
kidney cells, cellular proliferation was  induced  in TGF‐α‐treated cells when compared  to 
untreated  cells.  To  investigate  the  role  of  TGF‐α  in  the  early  phase  of  I/R  injury,  we 
subjected  TGF‐α‐deficient  mice  to  renal  I/R.  TGF‐α‐deficient  mice  exhibited  less 
morphological  damage  after  I/R  injury,  compared  to  wild‐type  mice.  Pre‐fibrosis  and 
apoptosis  were  strongly  reduced  in  TGF‐α‐deficient  mice  after  I/R  injury.  These  data 
demonstrate a  crucial  role  for TGF‐α  in  the pathogenesis of  renal damage  following  I/R 
injury,  and  may  be  a  suitable  target  for  therapy  in  the  early  phase  after  renal 
transplantation. 
Among  other  EGFR  ligands,  HB‐EGF  and  TGF‐α  are  shed  from  the  cell membrane  by 
ADAM17. To extend our knowledge of the expression pattern of ADAM17, we studied the 
extent  and  site  of  expression  of  ADAM17  in  human  renal  allograft  disease,  including 
histological normal  renal allografts, acute allograft  rejection and  Interstitial Fibrosis and 
Tubular  Atrophy  (IF/TA).  ADAM17  mRNA  was  markedly  upregulated  in  IF/TA  when 
compared to control kidneys. In IF/TA, ADAM17 mRNA was strongly expressed in tubular 
cells,  capillaries,  glomerular  endothelium,  parietal  epithelium  and  mesangium.  In 
interstitial  fibrotic  lesions we  observed  colocalization  of  ADAM17  protein with  HB‐EGF 
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protein,  and we  demonstrated  that  ADAM17  inhibtion  reduced HB‐EGF  shedding  from 
cultured human mesangial cells. Subsequently, we elaborated on the  in vivo  implications 
of ADAM17 by  studying  the effect of pharmacological ADAM17  inhibition  in a model of 
renal  I/R  injury  in  rats.  ADAM17  inhibition  reduced  the  number  of  glomerular  and 
interstitial macrophages at day 4 of reperfusion. Together these data suggest involvement 
of ADAM17 in renal damage following transplantation. Targeting ADAM17 to reduce EGFR 
phosphorylation  could  be  a  promising  way  of  intervention  in  human  renal  disease 
(Chapter 5). 
In addition to Chapter 5, we  investigated  in Chapter 6 the role for ADAM17  in the early 
phase  of  I/R  injury  in  ADAM17‐deficient  mice  subjected  to  renal  I/R  injury.  For  this 
purpose we generated  inducible KspCad‐CreERT2;ADAM17flox (cre;ADAM17flox) mice. After 
treatment with  tamoxifen  for 3  consecutive days,  cre;ADAM17flox mice were  capable  to 
delete the floxed ADAM17 gene  in tubular epithelium. Cre;ADAM17flox and control  (both 
ADAM17flox and cre) mice treated with tamoxifen showed a strong reduction in renal acute 








EGFR  expression  was  shown  to  be  enhanced  in  genetic  and  experimental  models  of 
hypertension.  Furthermore,  EGFR  transactivation  is  also  part  of  the  α1‐adrenoceptor 
(α1‐AR)‐mediated  contractile  responses  in  rat  aorta.  Together  these  findings  indicate  a 
possible  therapeutic  potential  for  EGFR  inhibition  in  hypertension.  To  investigate  the 
therapeutic  potential  for  EGFR  inhibitor  PKI‐166  in  the  progression  of  chronic  kidney 
disease  (CKD)  and  associated  hypertension, we  used  the  5/6  nephrectomy  rat model. 
Nephrectomized  rats  had  characteristic  features  of  CKD,  including  severe  proteinuria, 
decreased  creatinine  clearance,  increased  glomerular  sclerosis,  renal  enlargement, 
hypertrophy  and  hypertension.  PKI‐166  treatment  attenuated  the  progression  of 
hypertension and normalized cardiac function. Moreover, PKI‐166 treatment restored the 
impaired  contraction  of  thoracic  aortic  rings  to  phenylephrine  and  angiotensin  II  and 
normalized  the  myogenic  tone  of  mesenteric  artery.  Thus,  inhibition  of  EGFR 
phosphorylation  has  cardiovascular  benefits  in  CKD  and  associated  hypertension, 




An  important  function of  the kidney  is  to maintain magnesium  (Mg2+) homeostasis. EGF 
application  increases  the  current  density  of  TRPM6,  a  Mg2+‐permeable  channel.  A 
mutation  in  the  EGF  gene  is  associated  with  hypomagnesemia  with  secondary 
hypocalcemia  (HSH), eventually  leading  to  suppressed activation of TRPM6 and  thereby 
decreased  cellular Mg2+  influx.  Recently,  it was  shown  that  anticancer  treatment with 
monoclonal  antibodies,  such  as  cetuximab,  causes  hypomagnesemia  in  patients  with 
colorectal  cancer.  The  effect  of  Erlotinib,  an  EGFR  tyrosine  kinase  inhibitor,  on Mg2+ 
homeostasis  in still unknown. Thus,  the potential  role of Erlotinib on Mg2+ handling and 
TRPM6 expression levels was investigated in wild‐type mice receiving Erlotinib for 23 days. 
Erlotinib‐injected mice showed a decrease in serum Mg2+ concentrations at day 16 and 23, 
compared  to  control  groups.  TRPM6  mRNA  expression  was  decreased  after  chronic 
administration  of  Erlotinib.  EGFR mRNA  expression  was  increased  in  Erlotinib‐injected 
mice. Furthermore, the effect of Erlotinib on current density and mobility of TRPM6 was 
studied in HEK293 cells transiently overexpressing the channel. Erlotinib (30 μM) inhibited 
EGF‐induced  changes  in  TRPM6  current  density  and  EGF‐stimulated  mobility  of 





In  this  thesis we have provided  further  insight  into  the  role of  the EGFR  transactivation 
pathway  in  renal  (patho)physiological processes. One of  the most  important  findings of 
this thesis is that the EGFR ligands HB‐EGF and TGF‐α play a crucial role in the response to 
renal damage  following  I/R  injury. We have demonstrated  that  I/R  injury  results  in  the 
early  induction of HB‐EGF  and  TGF‐α  expression  and  that  absence of HB‐EGF or  TGF‐α 
protects  against  I/R–induced  renal damage  in  knockout mouse models. This  indicates  a 
detrimental role for HB‐EGF and TGF‐α after I/R injury. In contrast, previous studies have 
shown that HB‐EGF and TGF‐α have a protective or regenerative role  in the response to 




resulting  in  adaptive  interstitial  changes  such  as  fibrosis8.  In  the  setting  of  extreme 
damage, as observed  in models of  I/R  injury,  the  initial  response  to  I/R  injury  results  in 










EGF  is  increased after unilateral ureteral obstruction10.  In the brain HB‐EGF expression  is 
upregulated in response to hypoxic ischemic injury4, and in the liver abundant expression 
of HB‐EGF  is found after partial hepatectomy5.  In vitro, HB‐EGF  is  induced after hypoxia, 
and high levels of HB‐EGF are observed during anoxic conditions11.  
In normal human kidneys, TGF‐α protein is weakly expressed whereas patients with renal 
dysplasia  show  increased  levels  of  TGF‐α  protein  expression12.  In  a  hyperoxia‐induced 
fibrosis model in neonatal rabbits, TGF‐α expression  is  increased during proliferation and 
fibrosis13.   Mice  lacking  TGF‐α  infused with  angiotensin  II,  exhibit  largely  reduced  renal 
lesions when compared to their WT TGF‐α+/+ littermates14. On the other hand, it has been 
reported that overexpression of TGF‐α results in formation of more severe renal lesions15. 
In  CKD  variable  TGF‐α  expression  may  explain,  in  part,  the  genetic  susceptibility  to 
progression of the disease16. 
TGF‐α also plays an important role in the electrolyte handling of Na+ through the epithelial 
sodium channel  (ENaC),  to maintain  the  long‐term control of  systemic  fluid volume and 




upregulated  in  human  renal  diseases.  Inhibition  of  ADAM17  caused  a  decrease  in 
inflammation in the early phase of I/R injury and reduction of HB‐EGF shedding in human 
mesangial  cells.  Pharmacological  ADAM17  inhibition  in  vivo  did  however  not  have  a 
beneficial  treatment effect on  renal  fibrosis. Further  studies are needed  to  corroborate 
the theory that ADAM17‐mediated EGFR signaling is a critical pathway in the development 
of  renal  fibrosis. ADAM17‐deficient mice are defective  in  shedding of  the EGF  receptor 
ligands19. In vitro, we previously observed that ADAM17 inhibition decreases the shedding 
of TGF‐α  in podocytes and HK‐2 cells20. Moreover,  inhibition of ADAM17  led to a strong 
reduction of proliferation and migration of human mesangial cells21. Daily pharmacological 










a  reduction  of  renal  damage  in  control mice  treated with  tamoxifen was  present.  To 
establish the role of ADAM17 in renal I/R injury, by using Cre;ADAM17lox mice, this model 
needs  to be optimized. The  time between  tamoxifen administration and  the start of  I/R 
injury has to be extended, to make sure tamoxifen is completely eliminated and additional 
studies  with  tamoxifen  administration  to  wild‐type  mice  with  no  link  to  the  cre‐lox 
mechanism have to be performed. 
Our  finding  that  EGFR  inhibition  caused  an  early  reduction  in  inflammation  and  pre‐
fibrosis after  I/R  injury,  is supported by  results  from previous studies. Rats  treated with 
L‐NAME  and  an  EGFR  inhibitor  were  protected  from  renal  vascular  and  glomerular 
fibrosis24. Moreover, blockade of EGFR activity  led  to a  reduction  in  kidney growth and 
tubular  cell proliferation  in diabetic  rats25.  In  contrast  to  the aforementioned beneficial 
effects  of  EGFR  inhibition  on  renal  damage  reported  by  others,  we  did  not  find  any 
positive effect on renal damage.  
In  a  5/6  nephrectomy  ratmodel  we  found  a  possible  therapeutic  potential  for  EGFR 
inhibition  in  hypertension,  whereas  no  beneficial  effect  was  found  regarding  the 
progression  of  functional  and  structural  changes  in  the  kidney.  Inhibition  of  EGFR 
phosphorylation  had  cardiovascular  benefits  in  CKD  and  associated  hypertension, 
indicating  the  EGFR  activation  pathway  as  a  target  for  intervention  in  CKD‐associated 
cardiovascular  complications.  These  results  indicate  that  therapeutic  EGFR  inhibition  is 
more  likely  to  be  beneficial  in  the  early  phase  after  renal  damage,  rather  than  in  the 
advanced  disease  stage  of  renal  disease,  such  as  CKD.  Moreover,  the  start  and  the 
duration of  treatment with a pharmaceutical EGFR  inhibitor are crucial  in establishing a 
beneficial therapeutic effect in the different animal models of renal damage.  
Mg2+ handling  is  another  interesting  field  in which  the EGFR  transactivation pathway  is 
involved.  The  stimulation  of  renal  EGFR  is  disrupted  in  hypomagnesemia,  leading  to 
suppressed  activation  of  TRPM6  and  thereby  decreased  cellular  influx  of Mg2+.  In  this 
thesis we showed  that  the EGFR  inhibitor Erlotinib  inhibits TRPM6 activity and  impaired 
Mg2+  reabsorption  in  the  kidney.  These  data  indicate  that  interference  of  the  EGFR 
transactivation pathway can modulate electrolyte/ion homeostasis. Since EGFR signalling 
is clinically  implicated  in cancer, treatment with an EGFR  inhibitor  is a common therapy. 
However, after anticancer treatment with anti‐EGFR monoclonal antibodies, patients with 
colorectal cancer developed hypomagnesemia26. Because of  these deleterious effects of 
EGFR  inhibition,  caution  should  be  given when  treating  cancer  patients with  an  EGFR 
inhibitor.  
In  conclusion,  this  thesis explored and emphasized  the  role of  the EGFR  transactivation 
pathway  in  renal physiology and pathophysiological processes. Further understanding  is 
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necessary  to  confirm  the  promising  potential  of  inhibition  of  the  EGFR  transactivation 
pathway as a suitable intervention therapy in the early phase after transplantation and in 
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tyrosine  kinases.  Deze  receptor  tyrosine  kinases  zijn  aanwezig  op  de  celmembraan  en 
komen  in verschillende celtypen tot expressie. De EGFR speelt een rol  in de ontwikkeling 
van  organen, de  elektrolythuishouding  (o.a. magnesium  en  natrium)  en  diverse  andere 






Metalloproteinases  (ADAMs).  Deze  ADAMs  knippen  extracellulaire  gedeelten  van 
membraanoverspannende eiwitten  los. Het  vrijgekomen  ligand bindt  vervolgens  aan de 






zijn  voor  fibrose  (belangrijkste  uitkomstmaat  van  nierschade)  en  achteruitgang  in  het 
functioneren van de nier. 
Dit  proefschrift  beschrijft  het  effect  van  remming  van  EGFR  transactivatie  op  de 
fysiologische en pathofysiologische processen in de nier.  
In  hoofdstuk  2 wordt  een  overzicht  gegeven  van  de  rol  van  EGFR  transactivatie  in  de 
fysiologie van de nier en het ontstaan van verschillende nierziekten. Uit dierexperimentele 
nierziekten  is het  therapeutisch potentieel  van EGFR  transactivatie duidelijk naar  voren 
gekomen.  Daarom  kan  ingrijpen  in  de  EGFR  transactivatie  route  belangrijk  zijn  bij  de 
behandeling van humane nierziekten. 
Tijdens een niertransplantatie treedt onvermijdelijke ischemie/reperfusie (I/R) schade op. 
Dit  heeft  een  negatieve  invloed  op  de  korte  en  lange  termijn  overleving  van  de 
getransplanteerde nier. I/R schade veroorzaakt een verhoogde expressie van de EGFR en 
zijn  liganden.  Daarom  is  in  hoofdstuk  3  de  rol  van  heparin  binding‐epidermal  growth 
factor  (HB‐EGF),  een  belangrijke  ligand  voor  de  EGFR,  onderzocht  in  experimentele  en 
humane modellen  van  I/R  schade, waarin  de  eerste  fase  van  niertransplantatie wordt 
nagebootst. De expressie van HB‐EGF  is onderzocht  in  rattennieren die blootgesteld zijn 
aan  I/R  schade.  Ook  is  gekeken  naar  de  expressie  van  HB‐EGF  in,  onder  ischemische 
conditie gekweekte, cellen en in humane nierbiopten van levende en overleden donoren, 
die  genomen  zijn  tijdens  de  niertransplantatie.  HB‐EGF  mRNA  expressie  bleek  sterk 








HB‐EGF niet  tot expressie komt.  In muizen die geen HB‐EGF meer  tot expressie kunnen 
brengen  (HB‐EGF‐deficiënte muizen)  is daarom gekeken naar de mechanistische  rol van 








een  beschermend  effect  heeft  op  I/R  schade.  Tenslotte  is  in  vitro  aangetoond  dat 
toevoeging  van HB‐EGF  aan  het  groeimedium  van  humane  niercellen meer  proliferatie 
veroorzaakt.  
In hoofdstuk 4  is de rol van Transforming Growth Factor‐α (TGF‐α), een ander belangrijk 
ligand  van  EGFR, bestudeerd  in  experimentele  en  humane  I/R  schade modellen.  TGF‐α 
mRNA  kwam  verhoogd  tot  expressie  in  rattennieren  kort  na  I/R  schade.  In  urine  van 
niertransplantatie  patiënten  was  de  expressie  van  het  TGF‐α  eiwit  verhoogd.  Deze 
resultaten komen overeen met de bevindingen  in hoofdstuk 3. Ook  in hoofdstuk 4  is de 
mechanistische  rol  van  TGF‐α  in  de  vroege  fase  van  I/R  schade  onderzocht, 





na  I/R schade en zouden daardoor een geschikt doelwit kunnen zijn voor  therapie  in de 
vroege fase na niertransplantatie. 
Samen met  andere EGFR  liganden, worden HB‐EGF en TGF‐α  losgeknipt door ADAM17. 
Aangezien er weinig bekend  is over het expressiepatroon van ADAM17  is  in hoofdstuk 5 
de  ADAM17  expressie  in  humane  nierziekten  bestudeerd.  In  vergelijking met  gezonde 
nieren bleek ADAM17 sterk verhoogd tot expressie te komen in nieren van patiënten met 
chronische en acute niertransplantatieschade. Daarnaast werd co‐lokalisatie van ADAM17 
en  HB‐EGF  expressie  gevonden  in  gebieden  met  interstitiële  fibrose.  Remming  van 






In hoofdstuk 6  is de  rol  van ADAM17  in de  vroege  fase  van  I/R  schade onderzocht bij 
muizen  die  geen  ADAM17 meer  tot  expressie  brengen  in  het  epitheel  van  de  nieren 
(ADAM17‐deficiënte muizen). Hiervoor  zijn  twee  verschillende  soorten muizen  gekruist; 
nierepitheelspecifieke  Cre  muizen  en  ADAM17‐lox  muizen.  De  muizen  die  hieruit 
ontstaan,  Cre‐ADAM17‐lox  muizen,  brengen  geen  ADAM17  meer  tot  expressie  in 
nierepitheel  na  een  3‐daagse  behandeling met  tamoxifen.  Tamoxifen  is  een  selectieve 
modulator van de oestrogeenreceptor die in verschillende weefsels verschillende activiteit 
kan  vertonen  van  agonist  (activator)  tot  antagonist  (remmer).  Door  behandeling  met 
tamoxifen wordt het Cre‐lox systeem geactiveerd waardoor het ADAM17 gen uit het DNA 
wordt  geknipt  en  niet meer  aanwezig  is  in  de  nierepitheelcellen. Na  behandeling met 
tamoxifen,  5  dagen  voor  de  start  van  de  I/R  schade,  hadden  de  Cre‐ADAM17‐lox 
(ADAM17‐deficiënte) muizen minder nierschade na  I/R dan Cre‐ADAM17‐lox muizen die 
behandeld waren met vehicle (bevat geen tamoxifen). Dit resultaat duidt op een gunstig 
effect  van  de  afwezigheid  van  ADAM17  in  het  nierepitheel  op  I/R  schade.  Echter,  de 
nieren  van  controle muizen  (Cre en ADAM17‐lox muizen)  lieten ook minder nierschade 
zien  dan  vehicle‐behandelde  muizen  wat  duidt  op  een  beschermende  werking  van 
tamoxifen  in  het  I/R  model.  Om  de  rol  van  ADAM17  in  I/R  schade  van  de  nier  te 
onderzoeken met  het  cre‐lox  systeem  zal  de  optimale  tijd  tussen  de  behandeling met 
tamoxifen en de start van de  I/R schade verlengd moeten worden, aangezien tamoxifen 
een  halfwaardetijd  heeft  van  5  tot  7  dagen.  Daarnaast  zal  ook  naar  het  effect  van 





EGFR  expressie  ontdekt.  Verder  is  de  EGFR  transactivatie  ook  betrokken  bij  de  α1‐
adrenoceptor (α1‐AR)‐gemedieerde samentrekking van de aorta in ratten. Deze data laten 
zien  dat  er  een  mogelijk  therapeutisch  potentieel  is  voor  remming  van  de  EGFR  bij 
hypertensie.  In  hoofdstuk  7  is  gebruik  gemaakt  van  een  5/6  nefrectomie  rattenmodel, 
waarbij de bloedtoevoer naar de linkernier in zijn geheel en naar de rechternier voor 2/3de 
deel  is  afgesloten  om  het  therapeutisch  potentieel  van  de  EGFR  remmer  PKI‐166  te 
onderzoeken op de progressie van  chronische nierziekten en bijbehorende hypertensie. 
Deze  ratten  vertoonden  karakteristieken  van  chronische  nierziekten,  zoals  ernstige 










een  doelwit  zijn  voor  behandeling  van  cardiovasculaire  complicaties  in  chronische 
nierziekten. 




Mg2+ de  cel  in  kan  komen. Dit  zou  tot hypomagnesiëmie  kunnen  leiden. Patiënten met 
colorectale  kanker  worden  vaak  behandeld  met  monoklonale  antilichamen,  zoals 
certuximab  (een  remmer  van  EGFR  activatie).  Recentelijk  is  gebleken  dat  deze 
behandeling  hypomagnesiëmie  kan  veroorzaken.  Het  effect  van  erlotinib,  een  andere 
EGFR activatie remmer, op de Mg2+ huishouding  is echter nog onbekend.  In hoofdstuk 8 
zijn  muizen  23  dagen  behandeld  met  erlotinib  en  is  de  rol  van  erlotinib  in  Mg2+ 
huishouding onderzocht en gekeken naar de expressie van TRPM6. Erlotinib‐behandelde 
muizen hadden verlaagde serum Mg2+ concentraties en verlaagde expressie van TRPM6, 
vergeleken met muizen  die  niet  behandeld werden met  erlotinib.  In  vitro  onderdrukte 
erlotinib  EGF‐geïnduceerde  veranderingen  in  de Mg2+  instroom  via  TRPM6.  Deze  data 
suggereren  dat  remming  van  de  EGFR  door  erlotinib  de  activiteit  van  TRPM6  remt  en 
daardoor de Mg2+ huishouding in de nier verstoort. 
Dit  proefschrift  heeft  de  betrokkenheid  van  EGFR  transactivatie  in  de  fysiologie  en 
pathofysiologie  van  de  nier  beschreven  en  verder  opgehelderd.  Verdere  inzichten  zijn 
nodig om het veelbelovende potentieel van remming van EGFR transactivatie als geschikte 
therapie  in  de  vroege  fase  na  een  niertransplantatie  en  in  nierziekten  te  bevestigen. 
Medicijnen  die  kunnen  ingrijpen  op  de  EGFR  activatie  zullen  hopelijk  bijdragen  tot  het 































































Beste  Harry,  jouw  enthousiasme,  optimisme  en  vindingrijkheid  hebben  mij  enorm 
geholpen tijdens mijn promotietraject. De deur stond altijd open en  jouw betrokkenheid 
heb ik enorm op prijs gesteld. Met zeer veel plezier kijk ik terug op het maken van de film 









Naast  mijn  begeleiders  wil  ik  op  onderzoeksgebied  nog  een  aantal  andere  mensen 
bedanken die bij het tot stand komen van mijn proefschrift betrokken zijn geweest.  
Mijntje Nijboer,  Henri  Leuvenink  en  Rutger  Ploeg,  hartelijk  dank  voor  het  beschikbaar 
stellen  van  de  humane  nierbiopten  en  alle  bijbehorende  data.  Maria  Sandovici,  het 
materiaal van de E03‐12 ratten  is optimaal benut, bedankt voor de samenwerking. Marc 
Seelen,  bedankt  dat  ik  gebruik  mocht  maken  van  de  transplantatie‐urines.  Ik  heb  je 
behulpzaamheid en meedenken zeer gewaardeerd. Dear Susan Sunnarborg, many thanks 
for providing us with the knockout mice. Thank you for always being available to answer 
my  questions.  Dorien  Peters,  bedankt  voor  het  beschikbaar  stellen  van  de  Cre‐muizen 
voor het fokken van onze cre‐ADAM17flox muizen. Henrik Dimke, Joost Hoenderop en René 
Bindels,  bedankt  voor  de  samenwerking  op  het  gebied  van magnesium  handling. Dear 






momenten  dat  ik  bij  je  terecht  kon met mijn  labvragen.  Sippie,  wat  hebben  wij  een 
oorknipjes voorbij zien komen! Ik was heel erg blij met jouw hulp tijdens het genotyperen 













ook altijd  tijd voor wat gezelligheid.  Ik wil Wynand, Eelke, Pauline, Mirjan,  Inge,  Jelena, 
Anne‐Roos, Yuan, Fariba, Niels H, Joris, Jill en vaste gast Miriam heel erg bedanken voor de 
gezellige  tijd!  Het  was  erg  prettig  om met  elkaar  te  kunnen  overleggen  en  elkaar  te 
kunnen helpen. 
Ik  wil  ook  alle  (ex)promovendi  van  de  pathologie, medische  biologie,  (experimentele) 
nefrologie  en  klinische  farmacologie,  met  wie  ik  in  meer  of  mindere  mate  heb 




Het  is erg fijn om vriendinnen om  je heen te hebben waar  je (af en toe)  je frustraties bij 





Marleen,  Marlies  en  Christa,  met  jullie  heb  ik  verschillende  fases  in  het  leven 
meegemaakt,  ik kijk uit naar wat er allemaal nog komen gaat! Eefje, het was fijn  jullie  in 
december weer even gezien te hebben! 
Djoeke,  Lotte,  Karolien,  Anna  en  Paula,  bedankt  voor  jullie  interesse,  steun  en  alle 
gezelligheid tijdens ons jaarlijkse HK‐weekendje, feestjes, etentjes en nog veel meer!  
Paula, super dat je mijn paranimf wilt zijn! Met jouw kritische blik en schrijfvaardigheid is 
mijn  Nederlandse  samenvatting  er  zeker  op  vooruit  gegaan.  Ik  heb  zin  in  de 
(beach)toernooitjes en weekendjes weg! 
 





paranimf! Voor de behulpzaamheid van  jou en Hanneke ben  ik  jullie erg dankbaar. En  ik 
ben natuurlijk super trots dat ik de tante van Wiesje ben! 
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